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ABSTRAKT 
Predložená bakalárska práca je zameraná na priemyselné využitie vybraných kvasinkových 
kmeňov z hľadiska ich produkcie primárnych a sekundárnych metabolitov v jednotlivých 
fázach rastu. Okrem optimálnych podmienok je v práci diskutovaný rovnako i vplyv 
exogénnych stresových faktorov na nárast biomasy a metabolizmus kvasinkových buniek, a to 
predovšetkým pôsobenie oxidačného a soľného stresu. 
V experimentálnej časti práce bola stanovená rastová krivka pre priemyselnú karotenoidnú 
kvasinku Phaffia rhodozyma. Bol sledovaný nárast biomasy, ktorý dosiahol maximum 
v 90. hodine kultivácie kvasinky (5,441 g/l). Ďalej bola sledovaná biosyntéza hlavného 
pigmentu astaxantínu ako sekundárneho metabolitu, ktorého podiel vzhľadom k celkovým 
karotenoidom činí najviac 50 %. Rovnako bola pozorovaná i produkcia ergosterolu ako 
primárneho produktu, jeho celkový obsah v sušine biomasy tvorí 0,11 %. 
V závere práce je porovnávaná produkcia pri optimálnych podmienkach s výťažkami 
astaxantínu biosyntetizovaného v prostredí so stresovým faktorom. Z výsledkov jednoznačne 
vyplýva, že prídavky exogénneho stresu pôsobia pozitívne na nárast biomasy i na produkciu 
študovaného metabolitu. Pre priemyselné aplikácie by bola najvhodnejšia kombinácia 
2% NaCl pridávaného do inokulačného média a 5 mM H2O2 v produkčnom médiu. 
 
Kľúčové slová: Phaffia rhodozyma, astaxantín, rastová krivka, oxidačný stres, soľný stres. 
 
 
 
ABSTRACT 
Presented bachelor thesis is focused on industrial application of chosen yeast strains. 
Principal interest of work is to study production of primary and secondary metabolites during 
individual growth phases. Optimal growth conditions as well as influence of exogenous stress 
factors (mainly oxidative and/or salt stress) on cell growth and yeast metabolism are 
discussed. 
In experimental part growth curve of industrial strain Phaffia rhodozyma was determined. 
Biomass increase (maximum in 90th hour 5,441 g/l), astaxanthin production (secondary 
metabolite) and/or ergosterol biosynthesis (primary metabolite) were observed. The best 
ration of astaxanthin to total carotenoids was 50 %. Next studied metabolite was ergosterol, 
its total amount in dry biomass was 0.11 %. 
In conclusion astaxanthin amounts produced in optimal growth conditions were compared 
with yields obtained under stress cultivations. Results of stress experiments illustrate positive 
influence of stress factors on cell growth as well as on astaxanthin biosynthesis. Low 
concentration of salt (2% NaCl) added in inoculum with 5 mM H2O2 in production medium 
would be the best combination in industrial applications. 
 
Key words: Phaffia rhodozyma, astaxanthin, growth curve, oxidative stress, salt stress. 
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1 ÚVOD 
Kvasinky zaujímajú celosvetovo prvé miesto medzi priemyselnými mikroorganizmami, 
majú široké využitie v mnohých oblastiach vedy, medicíny a technológie. Niektoré druhy sú 
nezastupiteľné v potravinárskom a farmaceutickom priemysle, iné vystupujú ako modelové 
organizmy umožňujúce štúdium regulácií metabolizmu eukaryotických buniek, ďalšie môžu 
pôsobiť ako faktory vyvolávajúce rôzne ochorenia. 
Najznámejšou, priemyselne najvyužívanejšou a najviac preštudovanou kvasinkou je druh 
Saccharomyces cerevisiae. Je najrozšírenejším druhom pre výrobu alkoholických nápojov 
a droždia, modelovým organizmom a špeciálne kmene sú používané v širokom rozsahu 
pre výrobu ergosterolu. 
Svojím priemyselným využitím nijak nezaostávajú pigmentované kvasinky schopné 
produkcie karotenoidov. Sú tak využívané v priemysle predovšetkým ako súčasť krmív či 
potravinárskych aditív, práve kvôli vysokej produkcii účinných metabolitov – karotenoidov 
a ergosterolu, ktoré sú prekurzormi vitamínov A a D. 
Karotenoidy patria k najrozšírenejším prírodným pigmentom, ktoré sa vyskytujú najmä 
v rastlinných a mikrobiálnych bunkách. Ide o lipofilné látky lokalizované na vnútornej strane 
plazmatickej membrány. Sú biologicky aktívnymi zlúčeninami – vystupujú ako ochranný 
faktor proti fotooxidácii, efektívne zhášajú singletový kyslík a inhibujú tvorbu peroxidových 
radikálov, čím zabraňujú poškodeniu bunkovej membrány. Karotenoidy fungujú tiež ako 
preventívna ochrana proti procesom biologického starnutia a rozvoju degeneratívnych 
ochorení. V potravinárstve sa najväčšmi používajú ako prirodzené farbivá do potravín 
a nápojov. 
Vzhľadom k rozsiahlemu využitiu karotenoidov sú neustále hľadané a študované nové 
možnosti ich produkcie, vrátene biosyntézy mikroorganizmami. Častým spôsobom ako 
ovplyvniť tvorbu karotenoidov kvasinkovými bunkami je modifikácia kultivačných 
podmienok a pôsobenie vhodných vonkajších faktorov s cieľom maximalizovať výťažok 
priemyselne významných látok. 
Cieľom bakalárskej práce je štúdium produkcie metabolitov bežnými priemyselnými 
kmeňmi kvasiniek, a to najmä kultúrou Phaffia rhodozyma, v priebehu rôznych fáz 
bunkového rastu. Práca bude vychádzať z literárnej rešerše zameranej na vybrané kvasinky 
a ich metabolity (P. rhodozyma, S. cerevisiae). Kultúra P. rhodozyma bude následne využitá 
k experimentálnemu štúdiu priebehu rastu a tvorby primárneho metabolitu ergosterolu 
a sekundárneho produktu astaxantínu v optimálnych kultivačných podmienkach. Rovnako 
bude diskutovaný i vplyv kultivačných podmienok na reguláciu produkcie študovaných 
metabolitov, tzn. vplyv prostredia s optimálnymi podmienkami ako aj vplyv prítomnosti 
vybraných stresových faktorov. 
 
 
 
2 TEORETICKÁ ČAS
 
2.1 Kvasinky a kvasinkovité mikroorganizmy
Kvasinky a kvasinkovité mikroorganizmy sa systematicky zaraďujú med
(Fungi) [1]. 
Kvasinky sú heterotrofné eukaryotické, zväčša jednobunkové organizmy, rozmnožujúce sa 
prevažne pučením a spracovávajúce zdroje uhlíka zvyčajne kvasením. Niektoré kvasinky však 
môžu pri určitých podmienkach vytvárať mycelia
existovať i vo viacbunkovej forme. 
(Schizosaccharomyces pombe
i v jednobunkovej forme [2]. 
Medzi kvasinkovité organizmy patria druhy, kto
avšak okrem jednotlivých pučiaci
i nepravé hýfy, ktoré väčšinou nevytvárajú spóry 
 
2.1.1 Morfológia kvasiniek 
Kvasinky sú mikroskopické organizmy. S
rozmere zvyčajne dosahujú dĺžku 3 
Základným tvarom buniek k
guľovité. Existujú však aj kvasinky, ktorých bunky majú dlhý pretia
valcovitý či trojuholníkovitý tvar. 
mení v závislosti na štádiu vývoja 
 
Obr. 1 Rozličné tvary buniek kvasiniek: a 
c – citrónovité, d 
 
2.1.2 Rozmnožovanie kvasiniek
 
2.1.2.1 epohlavné (vegetatívne) rozmnož
Prevažná väčšina kvasiniek sa rozm
podobne ako baktérie rozmnožujú jednoduchým zaškrtením,
Niektoré rody či kmene kvasiniek vytvárajú pretiahnuté b
a ostávajú spojené v dlhé zaškrtené vlákna 
nepravé hýfy [1]. 
Iné rody kvasiniek tvoria 
pretiahnutých buniek [1]. 
Ť 
 
 priehradkovým delením
Dokonca existuje i jeden rod kvasiniek 
), ktorého bunky sa priehradkovým delením rozm
ré tvoria podobné kolónie ako kvasinky, 
ch buniek tvoria aj rôzne typy filament
[1]. 
ú však väčšie ako bunky bakteriálne, v
– 5 µm [2]. 
vasiniek je rotačný elipsoid, prípadne môž
h
Dnes je známe, že ich tvar nie je stály a v
a podmienkach kultivácie [1]. 
– guľaté, b – oválne, elipsoidné,
– ogiválne, e – fľašovité, f – pozdĺžne, g – vláknité
 
ovanie 
nožuje pučením buniek, sú však aj kvasinky, ktoré sa 
 delením [1]. 
unky, ktoré pučia iba na póloch 
– tzv. pseudomycelium označované tiež ako 
pravé mycelium – vlákno vznikajúce priečnym delením 
9 
zi nižšie huby 
 a môžu tak 
nožujú 
, ako sú pravé 
 dlhšom 
u byť vajcovité až 
nutý, citrónovitý, 
 čistej kultúre sa 
 
 
 [1] 
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2.1.2.2 Pohlavné (sexuálne) rozmnožovanie 
Okrem vegetatívneho rozmnožovania je u mnohých kvasiniek známy i pohlavný spôsob 
rozmnožovania, výsledkom ktorého sú pohlavné spóry: 
• endospóry (askospóry) sú umiestnené vo vrecku (asku), môžu mať rôzny tvar 
(guľovitý až elipsoidný, vretenovitý, saturnovitý, kosáčikovitý, obličkovitý a pod.) 
• exospóry (bazidiospóry) sú umiestnené na vonkajšej strane sporotvorných buniek 
[1]. 
Práve na základe pohlavného rozmnožovania možno kvasinky rozdeliť do troch 
základných tried: 
- Ascomycetes 
- Basidiomycetes 
- Deuteromycetes [3]. 
 
2.1.3 Rody tvoriace askospóry, trieda Ascomycetes 
Ich základné znaky možno charakterizovať nasledovne: sú to nepigmentované kvasinky 
tvoriace endospóry, ktorých bunková stena obsahuje najmä glukán a manán; neprodukujú 
ureázu, sacharidy môžu ale i nemusia skvasovať, ich bunky nie je možné ofarbiť diazóniovou 
modrou [4]. 
Do triedy Ascomycetes patria predovšetkým kvasinkové druhy používané ako priemyselné 
kvasinky. Technologicky najdôležitejším je rod Saccharomyces. Zástupcovia tohto rodu sú 
schopní skvasovať niekoľko cukrov, nikdy šak nevyužívajú laktózu ako zdroj uhlíka. Tvoria 
zväčša krátke elipsoidné, vajcovité či pretiahnuté bunky [3]. 
Najvýznamnejším druhom je Saccharomyces cerevisiae, ktorá sa uplatňuje ako pekárska, 
pivárska, liehovarská a vinárska kvasinka. Zároveň slúži ako modelový mikroorganizmus 
pre biochemické či genetické štúdie a je tak najviac preštudovanou kvasinkou [3]. 
Medzi ostatné rody tvoriace askospóry sa zaraďujú: Debaryomyces, Kluyveromyces, 
Schizosaccharomyces, Yarrowia či Pichia [3]. 
 
2.1.4 Bazidiomycetné kvasinky 
Do triedy Basidiomycetes sa zaraďujú pigmentované kvasinkovité mikroorganizmy 
vyznačujúce sa tvorbou exospór, produkciou ureázy, vyfarbovaním biomasy diazóniovou 
modrou do červena. Bunková stena týchto kvasiniek je tvorená hlavne chitínom a manánom, 
sacharidy spravidla neskvasujú, iba vo výnimočných prípadoch môže prebiehať slabé 
kvasenie [4]. 
Medzi rody tvoriace triedu bazidiomycetných kvasiniek patrí napríklad rod 
Rhodosporidium, Rhodotorula, Cryptococcus, Sporidiobolus a ďalšie. Pomerne širokou 
a významnou skupinou sú červené kvasinkovité organizmy vyznačujúce sa produkciou látok 
karotenoidnej povahy. Bunky i celé kolónie tak dostávajú žltý, oranžový až sýto ružový 
farebný nádych [3]. 
 
2.1.5 Rody, u ktorých nie je známa tvorba pohlavných spór 
Tieto rody sa zvykli označovať ako nepravé kvasinky, v súčasnosti nesú pomenovanie 
Fungi imperfecti [1]. 
Najrozsiahlejší je rod Candida, ktorý zahŕňa ako druhy nekvasiace, tak aj druhy so silnými 
kvasnými schopnosťami. Niektoré z nich slúžia pre prípravu kŕmneho droždia, vyrábaného 
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z melasy a iných odpadových materiálov (najviac využívaný pre tento účel je druh Candida 
utilis). Existujú však aj druhy, ktoré su patogénne a teda pre človeka nebezpečné. Spôsobujú 
ochorenia označované ako kandidózy a to najmä kože a nechtov, ojedinele i vnútorných 
orgánov a slizníc [3]. 
 
2.1.6 Výskyt kvasiniek a ich význam 
Kvasinky a kvasinkovité mikroorganizmy sú v prírode veľmi rozšírené. Nachádzajú sa 
v pôde, vo vode, v atmosfére, v kvetných nektároch. Pretože majú zväčša iba sacharolytické 
schopnosti, vyskytujú sa najmä na ovocí a na iných cukornatých potravinách. Rozširujú sa 
rôznymi prenášačmi, najmä hmyzom a vetrom [3]. 
Rozšírenie kvasiniek v prírode závisí na mnohých faktoroch, ako je napr. výskyt zdroja 
uhlíka a dusíka, prítomnosť kyselín, antibiotík a niektorých mastných kyselín [2]. 
Medzi priemyselnými mikroorganizmami zaujímajú kvasinky celosvetovo prvé miesto, 
majú široké využitie v mnohých oblastiach vedy, medicíny a technológie [1]. 
Hlavný priemyselný význam kvasiniek spočíva v ich schopnosti skvasovať jednoduché 
sacharidy na ethanol a oxid uhličitý, používajú sa teda na výrobu alkoholických nápojov, 
pekárskeho a kŕmneho droždia [1]. U kmeňov používaných pre priemyselnú výrobu sa 
vyžaduje vyrovnanosť tvaru a veľkosti buniek, rovnako aj stálosť ich technologických 
vlastností [3]. 
Ako už bolo uvedené, najvýznamnejším je druh Saccharomyces cerevisae. Je 
najrozšírenejším druhom pre výrobu alkoholických nápojov a droždia, modelovým 
organizmom a špeciálne kmene sú používané v širokom rozsahu pre výrobu ergosterolu [3]. 
Z buniek kvasiniek sa pre komerčné účely izolujú aj mnohé chemikálie používané 
v biochemických laboratóriach, ako sú enzýmy, koenzýmy, nukleotidy, nukleozidy apod. [3]. 
Všetky ostatné kvasinky, ktoré nenašli uplatnenie v priemyselných technológiach, možno 
považovať za škodlivé – tzv. divoké kvasinky. Svojou enzýmovou činnosťou nepriaznivo 
ovplyvňujú technológiu a môžu tak negatívne ovplyvniť napr. chuť či vôňu výrobku [1]. 
 
2.2 Rast a kultivácia mikroorganizmov 
2.2.1 Živné médiá 
V laboratóriu sa mikroorganizmy kultivujú na sterilných živných médiách. Zloženie média 
musí vyhovovať všetkým požiadavkám daného mikroorganizmu na výživu, pH, osmotické 
pomery a ďalšie fyzikálne-chemické podmienky [1]. 
Podľa pôvodu a prípravy možno živné médiá rozdeliť do troch skupín: 
a) prirodzené – prirodzené substráty mikroorganizmov, sú vhodné na krátkodobú 
kultiváciu alebo na izoláciu z prírodných zdrojov 
b) polosyntetické (komplexné) – nie sú chemicky presne definované, ako zdroj uhlíka 
a dusíka obsahujú proteíny a peptidy, ktoré sa pridávajú vo forme extraktov, 
hydrolyzátov a peptonov 
c) syntetické – ich chemické zloženie je presne definované, pridávajú sa niektoré 
aminokyseliny, vitamíny či rastové faktory [1] 
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Z hľadiska rastu mikroorganizmov je možné živné médiá rozdeliť nasledovne: 
a) univerzálne – svojím zložením vyhovujú požiadavkám na výživu širokého spektra 
mikroorganizmov 
b) selektívne – ich zloženie zvýhodňuje rast jednej skupiny či druhu mikroorganizmov; 
obsahujú jednu či viac inhibičných látok, ktoré potláčajú rast zvyšnej mikroflóry 
c) selektívne-diagnostické – rastie na nich iba malá skupina mikroorganizmov, ktorých 
rast sa prejaví charakteristickou biochemickou reakciou [1] 
Podľa konzistencie sa živné médiá delia na: 
a) tekuté – neobsahujú žiadne stužovacie látky 
b) polotekuté – vyznačujú sa krémovitou konzistenciou, pretože obsahujú nízku 
koncentráciu stužujúcich komponent 
c) pevné – vždy je prítomná stužujúca zložka [1] 
Ako stužujúce komponenty sa zvyknú používať agar, želatina alebo gél kyseliny 
kremičitej [1]. 
 
2.2.2 Kultivácia mikroorganizmov 
Pod pojmom kultivácia sa rozumie pestovanie mikroorganizmov pri laboratórnych 
podmienkach – tj. proces, ktorý zahŕňa naočkovanie inokula do živného média a jeho 
inkubáciu pri optimálnej teplote a dobe [1,5]. 
 
2.2.2.1 Spôsoby kultivácie 
Statická kultivácia prebieha v pokoji. Mikroorganizmy sú naočkované do určitého objemu 
tekutého živného média alebo na povrch tuhého média, pričom sú v priebehu rastu postupne 
vyčerpané živiny a hromadia sa splodiny metabolizmu, ktoré často majú inhibičný vplyv 
na rast [1]. 
Submerzná kultivácia prebieha v tekutom živnom médiu, ktoré je neustále premiešavané 
(na trepačke) a prevzdušňované. Rast pri submerzných podmienkach prebieha rýchlejšie, 
dodnes sa v priemysle využíva (vo fermentoroch). Nevýhodou ako statickej, tak i submerznej 
kultivácie je nemožnosť presnej špecifikácie aktuálnych rastových podmienok a zaistenia ich 
konštantnosti [1]. 
Podstata kontinuálnej kultivácie spočíva v tom, že k rastúcej kultúre mikroorganizmov 
pritekajú živiny a odteká rovnaký objem média s vyrastenými mikroorganizmami. Zvolením 
vhodnej rýchlosti prítoku možno dosiahnuť rovnovážny stav, kedy sa situácia v inkubačnej 
nádobe nemení a v celom objeme živného média je udržiavaný konštantný počet buniek (je 
tak laboratórnym modelom, ktorý sa najviac približuje prirodzeným podmienkam 
mikroorganizmov v prírode) [1]. 
Z hľadiska nárokov mikroorganizmov na prítomnosť vzdušného kyslíka možno rozlíšiť 
kultiváciu aeróbnu a anaeróbnu: 
• aeróbna kultivácia – mikroorganizmy využívajú vzdušný kyslík, ktorý sa prirodzene 
dostáva do kultivačnej nádoby; pri kultivácii v malých objemoch je prítomnosť kyslíka 
regulovaná tvarom nádoby a veľkostou styčnej plochy medzi povrchom nádoby 
a vzduchom 
• anaeróbna kultivácia – pri tomto spôsobe kultivácie je potrebné odstrániť vzdušný 
kyslík zo živného média a zamedziť jeho ďalšiemu prístupu ku kultúre, napr. pridaním 
redukujúcich látok do média, odčerpaním vzduchu alebo vzduchotesným uzavrením 
apod. [1]. 
 
 
 
13 
2.2.3 Uchovávanie mikrobiálnych kultúr 
Pre krátkodobú potrebu sa mikroorganizmy uchovávajú na šikmých agaroch. Tuhé agarové 
média sú zväčša výhodnejšie než tekuté, keďže jedovaté splodiny metabolizmu difundujú 
do agaru, kým v kvapalnom prostredí sú v neustálom kontakte s bunkami. Agarové kultúry je 
však nutné po určitej dobe preočkovať tzv. pasážovaním na nové médium, pretože 
vysychaním pôdy dochádza k odumieraniu mikroorganizmov. Intervaly medzi jednotlivými 
pasážami sa riadia podľa typu mikroorganizmu, najčastejšie je to doba jedného až šiestich 
mesiacov. Väčšiu trvanlivosť možno dosiahnuť preliatím kultúry narastenej na šikmom agare 
sterilným parafínovým olejom. Niektoré druhy mikroorganizmov odumierajú rýchlejšie 
a preto sa musia preočkovávať v týždenných intervaloch [5,6]. 
Dnes sa bežne pracuje s lyofilizovanými kultúrami s prakticky neobmedzenou 
trvanlivosťou, ktoré sa získajú zmrazením suspenzie buniek a ich vysušením vo vysokom 
vákuu – tzv. lyofilizáciou [5]. 
 
2.2.4 Rastová krivka 
Mikroorganizmy môžu rásť a rozmnožovať sa v danom prostredí tak dlho, kým majú 
postačujúci zdroj živín, vhodný parciálny tlak kyslíka, zodpovedajúcu hodnotu pH a teplotu. 
Rast, rovnako ako aj množenie, sú limitované i koncentráciou metabolitov, ktoré sú bunkou 
transportované do vonkajšieho prostredia [7]. 
V laboratórnych podmienkach sú mikroorganizmy bežne kultivované v uzavretom 
systéme. Mikroorganizmy rastú a rozmnožujú sa v prostredí, ktoré je na počiatku 
charakteristické vysokými koncentráciami živín. V priebehu rastu však dochádza k ich 
postupnému vyčerpaniu a ku hromadeniu produktov metabolizmu. Za predpokladu, že 
fyzikálne vplyvy sú po celú dobu kultivácie konštantné, uvedené dva faktory tak spolu 
s koncentráciou buniek predstavujú limitujúce faktory rastu [7]. 
Grafickým znázornením závislosti koncentrácie buniek na čase je rastová krivka 
charakterizovaná určitými úsekmi, tzv. rastovými fázami (obr.2) [7]: 
1) Lag fáza alebo tzv. fáza zdržania: bunky sa nerozmnožujú, ale zväčšuje sa ich objem 
a aktivuje sa enzymatický systém. Bunky môžu i odumierať. Dĺžka tejto fázy závisí na 
druhu mikroorganizmu, fyziologickom stave buniek, zložení prostredia a na veľkosti 
inokula. Čím vhodnejšie sú podmienky pre rast kultúry, tým je lag fáza kratšia [3]. 
2) Fáza zrýchleného rastu: kultúra je prispôsobená prostrediu, významne sa znižuje počet 
odumierajúcich buniek; na konci tohto obdobia majú bunky vysokú intenzitu 
metabolizmu i rýchlosť delenia [7]. 
3) Fáza exponenciálna (označovaná tiež ako logaritmická, log fáza): je charakteristická 
najkratšiou generačnou dobou, ktorá zostáva konštantná po celé trvanie tejto fázy. 
K odumieraniu buniek takmer nedochádza, majú konštantnú veľkosť [3,7]. 
4) Fáza spomaleného rastu: je charakteristická znížením intenzity metabolizmu 
a rozmnožovania buniek v dôsledku vyčerpania živín a hromadenia metabolitov. Počet 
odumierajúcich buniek narastá [7]. 
5) Fáza stacionárna: dochádza k vyrovnaniu počtu odumierajúcich starých buniek 
a prírastku nových buniek. Väčššina živín je už vyčerpaná, maximálna dĺžka tejto fázy 
je rôzna, pričom závisí na citlivosti buniek voči hladovaniu [3]. 
6) Fáza postupného odumierania buniek: je charakterizovaná zvyšujúcim sa počtom 
odumierajúcich buniek a znížením intenzity metabolizmu. Bunky pre zachovanie 
životaschopnosti odbúravajú zásobné látky [7]. 
 
 
 
 
 
14
 
Obr. 2 Rastová krivka [3] 
 
2.2.5 Stanovenie biomasy 
V mikrobiologickej praxi je často nutné vyhodnotiť rast a množenie mikroorganizmov, čo 
má veľký význam predovšetkým v kvasnom priemysle s využitím pre bilanciu fermentačných 
procesov. V základnom výskume slúži stanovenie počtu buniek pre posúdenie kinetiky rastu, 
ako aj pre stanovenie špecifickej rýchlosti rastu a rozmnožovania v jednotlivých fázach ich 
vývoja. V kontrolných laborátoriach sa používa pre kontrolu mikrobiálneho znečistenia 
rôznych materiálov [1]. 
 
2.2.5.1 Priama metóda stanovenia počtu buniek 
Princíp priamej metódy stanovenia počtu buniek spočíva v priamom počítaní buniek 
v mikroskopickom preparáte, preto sa označuje aj ako metóda mikroskopická. Celkový počet 
buniek sa stanovuje v jednotke objemu. Pre počítanie buniek mikroorganizmov sa používajú 
rôzne typy počítacích komôrok – tzv. Bürkerova alebo Thomova [1]. 
V Bürkerovej počítacej komôrke sa počet buniek v 1 cm3 určí podľa vzťahu: 
 
P
zc
x
10004000 ⋅⋅⋅
=  (1) 
kde x je počet mikroorganizmov v 1 cm3, c je celkový počet buniek vo všetkých 
počítaných políčkach, z je číslo zriedenia, P je počet políčok [1]. 
 
2.2.5.2 Stanovenie sušiny 
Stanovenie bunkovej hmoty (sušiny) mikroorganizmov má v mikrobiológii majoritné 
využitie pri biochemických prácach a pri konštrukcii rastových kriviek ako v základnom, tak 
i aplikovanom výskume. Jedine vtedy, ak kultúry rastú na čírych živných pôdach, je možné 
získať spoľahlivé výsledky. V prípade živných médií obsahujúcich pevné častice alebo 
zrazeniny sa od hodnoty suchej hmotnosti vzorky s mikroorganizmami (sušenej 
do konštantnej hmotnosti pri 105 °C a ochladenej na izbovú teplotu v exsikátore) odčíta suchá 
hmotnosť pevných častíc nezaočkovaného média [1]. 
τ - doba (h) 
x - počet živých buniek v 1 ml 
1 - lag fáza 
2 - fáza zrýchľujúceho sa rastu 
3 - exponenciálna fáza rastu 
4 - fáza spomaľujúceho sa rastu 
5 - stacionárna fáza 
6 - fáza odumierania 
 
 
 
 
2.2.5.3 Turbidimetrické stanovenie
Turbidimetria je metóda, pri ktorej sa me
jeho rozptylom na časticiach (bunkách) suspendovaných v
množstvom absorbovaného žiarenia na povrchu buniek a ich koncentráciou v
 
Obr. 3 Turbidimetria [1]
 
Pri tejto metóde sa zisťuje, koľko svetla bolo absorbovaného zákalom spôsobeným 
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2.2.6 Metabolizmus mikroorganizmov
 
2.2.6.1 Všeobecná charakteristika mikrobiálneho metabolizmu
V mikroorganizmoch, podobne ako aj v
premena látok, ktorá zaisťuje bunkám dostatočné množstvo energie a stavebného materiálu 
pre všetky životné prejavy. Intenzita 
vonkajšími podmienkami. Pri dostatočnom prísune živín, optimálnej teplote a pH prostredia 
dochádza k veľmi intenzívnej látkovej premene, ktorá vedie k
bunkovej hmoty [3]. 
Pri nedostatku živín sa bunky nerozmnožujú, metabolizmus 
a slúži iba pre zachovanie životne dôležitých procesov. Potrebná energia sa získava najprv 
premenou vnútrobunkových rezervných látok a nesk
vedie k samostravovaniu a následnej smrti 
 
2.2.6.2 Vzťah medzi primárnym a sekundárnym metabolizmom
Niektoré skupiny mikroorganizmov majú schopnosť syntetizovať pomerne zložité 
chemické zlúčeniny, ktoré zväčša majú špecifický význam 
produkty sú v súčasnosti klasifikované ako sekundárne metabolity a súbor biochemických 
dráh vedúcich k ich vzniku je označov
 
ria zníženie žiarivého toku, ku ktorému dochádza 
 kvapaline. Využíva sa vzťah medzi 
 
 
 suspenzii a to pri vlnovej dĺžke 640 nm [8
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ého suspenziou, I0 je intenzita vstupujúceho svetla, 
c je počet mikroorganizmov v suspenzii
lášť vlastnú kalibračnú krivku 
be sa vynesú hodnoty počtu buniek v


0 , ktorá sa odčíta priamo na stupnici prístroja. Metóda je 
[1,8]. 
 
 
 ostatných živých organizmoch, prebieha neustála 
metabolizmu je u mikroorganizmov výrazne ovplyvnená 
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V súvislosti s tvorbou sekundárnych metabolitov možno hovoriť o ich nadprodukcii, 
pričom je často spojená so záverečnými fázami exponenciálneho rastu a stacionárnou fázou. 
Pre primárny metabolizmus platí, že je v hlavných rysoch spoločný bunkám všetkých 
organizmov, kým sekundárny metabolizmus predstavuje špeciálne cesty látkovej premeny 
prebiehajúce iba u určitých druhov alebo v priebehu určitých fáz vývoja organizmu [10]. 
Základnú charakteristiku sekundárnych metabolitov vytvárajú nasledovné znaky: 
• Každý sekundárny metabolit je tvorený iba relatívne malou skupinou organizmov. 
• Sekundárne metabolity nie sú pravdepodobne nevyhnutné pre rast a reprodukciu. 
• Produkcia sekundárnych metabolitov závisí na rastových podmienkach, najmä na 
zložení kultivačného média. 
• Sekundárne metabolity vznikajú ako skupina štruktúrne podobných látok. 
• Pri sekundárnych metabolitoch je na rozdiel od primárnych metabolitov možné 
dosiahnuť vysokú nadprodukciu [10]. 
Pri bližšom pohľade na biochemické dráhy primárneho a sekundárneho metabolizmu 
možno nájsť niekoľko spoločných, ale i mnoho rozdielnych znakov. Sekundárny 
metabolizmus zahŕňa jedinečné metabolické dráhy, ktoré umožňujú vytvoriť množstvo látok 
neznámych z primárneho metabolizmu. (Do primárneho metabolizmu sa zvyčajne zaraďuje: 
metabolizmus sacharidov, lipidov, bielkovín a aminokyselín, nukleových kyselín 
a kofaktorov.) [9] 
Niektoré organizmy využívajú k syntéze sekundárnych metabolitov, ktorých štruktúra je 
podobná štruktúre primárnych metabolitov, existujúce enzýmy primárneho metabolizmu, iné 
syntetizujú rovnakú skupinu sekundárnych metabolitov pomocou špeciálnych enzýmov. 
Príkladom môžu byť rôzne typy bakteriálnych peptidových antibiotík [9]. 
Primárny a sekundárny metabolizmus využíva v rade uzlových bodov biochemických dráh 
spoločné intermediáty. Väčšina sekundárnych metabolitov je tvorená biosyntetickými 
dráhami, ktoré sa odštiepujú z niekoľko málo bodov primárneho metabolizmu a ktoré 
zahŕňajú relatívne malý počet reakčných typov. Kľúčovými medziproduktmi, ktoré sa 
podieľajú na syntéze väčšiny sekundárnych metabolitov sú: sacharidy, aromatické 
a nearomatické kyseliny, C1 zlúčeniny, puríny a pyrymidíny, krátke mastné kyseliny 
(najčastejšie octová a propionová) a intermediáty citrátového cyklu. Napriek tomu, že 
do sekundárneho metabolizmu vstupuje pomerne málo medziproduktov primárneho 
metabolizmu, dosahuje sa enormné spektrum chemických štruktúr [9]. 
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Tabuľka 1 Základné rozdiely primárneho a sekundárneho metabolizmu [9] 
 Primárny metabolizmus Sekundárny metabolizmus 
Vzťah k samotnej existencii 
života 
zásadný, je nevyhnutný špecifický, je postrádateľný 
Vzťah k rastu 
zásadný, produkuje stavebný 
materiál 
nie je spojený s rastom 
Fyziologický význam presne definovaný často nie je presne známy 
Aktivita v priebehu 
životného cyklu 
aktívny v celom priebehu 
životného cyklu 
aktívny iba v určitej fáze 
životného cyklu 
Aktivita vo vzťahu 
k vonkajším podmienkam 
prostredia 
vždy aktívny 
aktívny iba pri určitých 
podmienkach vonkajšieho 
prostredia 
Existencia vo vzťahu k typu 
organizmu 
existuje vo všetkých živých 
organizmoch 
existuje iba v určitých 
taxonomických skupinách 
Povaha produktov 
jednoznačne definované 
zlúčeniny, majúce často 
jednoduchú štruktúru 
často zmesi látok majúcich 
komplexnú chemickú 
štruktúru 
 
 
2.3 Základné typy kultivácií vo fermentoroch 
Biochemické reakcie využívané v biotechnologických výrobách prebiehajú v prírode 
samovoľne jedine pri optimálnych (vhodných) podmienkach. Aby tieto reakcie mohli byť 
využívané v priemyselnom meradle a podľa zámerov technológov, je potrebné pre ne vytvoriť 
príslušné prostredie. Pre tento účel slúži zariadenie bežne označované ako bioreaktor, ktoré 
predstavuje základný prvok biotechnologických výrobných zariadení [11]. 
Priemyselný bioreaktor (fermentor) je uzavretá, zvyčajne kovová nádoba v tvare valca, 
vybavená zariadením pre prívod východzích substrátov a zložiek kultivačného média, 
vzduchu (v prípade aeróbnej kultivácie), produkčných mikroorganizmov a odvod 
pre odčerpanie medziproduktov a odpadových látok aseptickým spôsobom. Súčasťou 
fermentoru je tiež zariadenie, ktoré umožňuje premiešavanie obsahu, a v neposlednom rade 
i systém potrubných vetví, ventilov, čidiel a regulátorov umožňujúcich udržiavanie 
požadovaných hodnôt teploty, pH, či jednotlivých zložiek [11]. 
Na základe typu technológie možno bioreaktory rozlíšiť na: bioreaktory pre aeróbnu 
fermentáciu, reaktory pre anaeróbnu fermentáciu slúžiace pre mikrobiálne technológie 
(fermentory), kultivačné nádoby (chemostaty, cytostaty) používané pre veľkokapacitnú 
kultiváciu živočíšnych a rastlinných buniek, a napokon enzýmové reaktory používané 
v enzýmových technológiach [11]. 
Smer, ktorým sa uberá zdokonaľovanie fermentorov v súčasnosti, spočíva v automatizácii 
jednotlivých bioreaktorov i celých prevádzkových jednotiek. Konštrukčné úpravy sú riešené 
s ohľadom na zníženie spotreby energie. Ide najmä o vhodný spôsob miešania, systém 
efektívneho prevzdušňovania v prípade aeróbnych a naopak odvod plynov v prípade 
anaeróbnych fermentácií [11]. 
Podľa spôsobu prevádzky sa fermentory rozdeľujú na vsádzkové (batch), kontinuálne 
a fed-batch reaktory [12]. 
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2.4 Vybrané priemyselné kmene kvasiniek 
2.4.1 Phaffia rhodozyma 
 
2.4.1.1 Systematické zaradenie druhu 
Phaffia rhodozyma predstavuje jediný druh rodu Phaffia patriaceho do triedy 
Basidiomycetes, ktorý bol izolovaný z exsudátov stromov v Japonsku a Severnej Amerike. 
Zaraďuje sa zároveň do skupiny červených kvasiniek produkujúcich karotenoidy [4]. 
 
2.4.1.2 Morfológia a rozmnožovanie 
P. rhodozyma tvorí elipsoidné bunky, a to buď jednotlivé, v pároch alebo krátkych 
retiazkach. Okrem pučiacich buniek vytvára aj mnoho chlamydospór – veľkých, guľovitých 
buniek s veľkými kvapôčkami svetlolámajúcich látok [4]. 
Rast kultúry v tekutom médiu sa prejavuje tvorbou sedimentu, prstenca i kožky. 
Na pevnom živnom médiu tvorí pomarančovočervený hladký, trochu skladaný náter [4]. 
 
2.4.1.3 Chemické zloženie 
Obsah aminokyselín a profil mastných kyselín sa v bunkách P. rhodozyma v určitých 
ohľadoch odlišuje od väčšiny karotogénnych kvasiniek. Vyznačuje sa najmä vysokým 
podielom cukru a celkových tukov v porovnaní s mnohými ďalšími kvasinkami. Prevládajúce 
zastúpenie z mastných kyselín majú kyselina olejová a linolová, kým napr. u významného 
priemyselného kmeňa Saccharomyces cerevisiae je majoritnou kyselina palmitová. 
Prioritným produkovaným pigmentom je astaxantín nasledovaný β-karoténom [13]. 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 4 Molekula astaxantínu [13] 
 
2.4.1.4 Metabolizmus 
Od všetkých ostatných červených kvasiniek sa Phaffia rhodozyma odlišuje svojou 
schopnosťou skvasovať cukry, aj keď iba veľmi slabo, po dlhšom čase a pri nízkej teplote [4]. 
P. rhodozyma je aeróbnym organizmom, ktorého rast (primárny metabolizmus) je výrazne 
závislý na príjme kyslíka. Tento faktor významne ovplyvňuje i produkciu karotenoidov, 
konkrétne astaxantínu hromadiaceho sa v tukových kvapôčkach cytoplazmatickej membrány. 
So zvyšujúcim sa množstvom prijímaného kyslíka v tekutých médiách vzrastá i produkcia 
astaxantínu [14,15]. 
 
2.4.1.5 Biosyntéza karotenoidov (astaxantínu) 
Karotenoidy sú syntetizované v priebehu metabolickej dráhy biosyntézy izoprenoidov 
alebo terpenoidov, ktorá je využívana i pre  tvorbu ďalších dôležitých zlúčenín. Počiatočné 
O
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reakcie biosyntézy sú spoločné pre všetky karotenogénne organizmy a vychádzajú 
zo všeobecnej dráhy biosyntézy izoprenoidov (obr. 5). V ďalších fázach prebiehajú 
rôznorodé, druhovo špecifické dráhy, ktoré vedú ku vzniku cyklických a acyklických 
karoténov a xantofylov [13,16]. 
acetyl-CoA 
 
 
 acetoacetyl-CoA 
 
 
 HMG-CoA 
 
 HMG-CoA-reduktáza 
 
 mevalonát 
 
 
 
 mevalonát-5-difosfát 
 
 izopentenyl-difosfátizomeráza 
 
 izopentenyldifosfát 
 
 
 geranyldifosfát 
 
 
 farnesyldifosfát 
trans-prenyltransferáza cis-prenyltransferáza 
 
ubichinón dolichol 
 skvalensyntáza 
 
 skvalen 
Obr. 5 Schéma všeobecnej dráhy metabolizmu izoprenoidov [18] 
 
2.4.1.6 Využitie 
Astaxantín je karotenoidom, ktorý udeľuje charakteristické sfarbenie niektorým vtákom, 
lososom alebo pstruhom. V súčasnosti možno pozorovať stále rastúci záujem o jeho využitie 
ako výživového doplnku pre jeho preukázané antioxidačné vlastnosti [15]. 
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Kvasinka Phaffia rhodozyma je tak používaná vďaka vysokému obsahu astaxantínu, ktorý 
predstavuje až 85 % z celkového podielu karotenoidov, ako diétny doplnok výživy lososov 
a hydiny. Pokiaľ sú hydrolyzované bunky pridané ku krmivu, astaxantín je ľahko 
absorbovaný v črevách a mení tak farbu lososieho mäsa z ružovej na oranžovú, alebo farbu 
žĺtka a mäsa u hydiny [17]. 
 
2.4.2 Saccharomyces cerevisiae 
 
2.4.2.1 Systematické zaradenie druhu 
Saccharomyces cerevisiae je zástupcom rodu Saccharomyces tvoriaceho askospóry 
a patriaceho tak do triedy Ascomycetes. Druhy rodu Saccharomyces sa združujú do skupín 
predovšetkým z hľadiska skvasovania cukrov. Samotný druh Saccharomyces cerevisiae je 
tvorený niekoľkými kmeňmi, ktoré sa uplatňujú ako pekárske, vinárske, liehovarské, alebo 
spodné či vrchné pivovarské kvasinky [2,3]. 
 
2.4.2.2 Morfológia a rozmnožovanie 
Kvasinky rodu Saccharomyces majú zväčša krátko elipsoidný, vajcovitý alebo pretiahnutý 
tvar. Spájanie je izogamné a askospóry sú guľovité až elipsoidné s hladkou stenou, v počte 
jeden až štyri v asku. Vegetatívne sa rozmnožujú multilaterálnym pučením, môžu vytvárať 
pseudomycelium, nie však pravé mycelium [1,4]. 
 
2.4.2.3 Metabolizmus 
Sacharomycetné kvasinky nikdy nevyužívajú laktózu ako zdroj uhlíka, ani NO3
- ako zdroj 
dusíka. S. cerevisiae patrí k fakultatívne anaeróbnym mikroorganizmom s prevahou 
fermentatívneho metabolizmu. Skvasuje glukózu, sacharózu, maltózu, galaktózu a čiastočne 
alebo úplne trisacharid rafinózu. Hlavným produktom kvasenia (primárneho metabolizmu) je 
ethanol, na ktorého vzniku sa podieľajú tri typy alkoholdehydrogenázy [2,3]. 
Celkový obsah lipidov u S. cerevisiae predstavuje 1 až 3 %, toto množstvo sa však môže 
zvýšiť starnutím, vplyvom kyslíka alebo zvýšenou výživou. Najvýraznejšie zastúpenie má 
kyselina palmitová a olejová. Tuk sa zvyčajne vyskytuje vo forme väčších čí menších 
kvapôčok v cytoplazmatickej membráne alebo je rozptýlený vo vakuolách. Jeho prítomnosť 
v bunke má rôzny význam: jednak môže vystupovať ako látka rezervná, ale môže byť 
i známkou degeneratívneho stavu bunky [19]. 
Dominujúcim sterolom v kvasinkových bunkách je ergosterol. Jeho obsah v sušine sa 
pohybuje medzi 0,1 až 2 %. Množstvo ergosterolu závisí na kmeni kvasiniek, podmienkach 
kultivácie a možno ho zvýšiť účinkom ultrazvuku, ionizačného žiarenia, oxidačnými 
činidlami a inými spôsobmi. Pôsobením ultrafialového žiarenia sa ergosterol mení 
na ergokalciferol (vitamín D2), ktorý je aktívny v živočíšnom metabolizme [19]. 
 
2.4.2.4 Využitie 
S. cerevisiae je najviac preštudovanou kvasinkou, a má tak prioritné postavenie ako 
modelový organizmus v biochemických, genetických a ďalších výskumoch. Nemenej 
významné je jej využitie v potravinárskom priemysle. V tejto súvislosti možno rozlíšiť štyri 
základné priemyselné kmene, ktoré sa aplikujú v jednotlivých technológiach pri výrobe piva, 
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vína, liehu a pekárskeho droždia. Navzájom sa odlišujú svojimi fyziologickými 
vlastnosťami [3]. 
Pivovarské kvasinky sa delia na vrchné a spodné pivovarské kvasinky. Proces vrchného 
kvasenia je rozšírený najmä v Anglicku, prebieha pri 20°C a kratšiu dobu, na konci kvasenia 
sú kvasinky vynášané na povrch fermentačnej kvapaliny. Spodné pivovarské kvasinky naopak 
sedimentujú po prekvasení ku dnu kvasnej nádoby. Spodné kvasenie sa uskutočňuje pri 
teplote 6 až 10 °C, tým vyžaduje dlhšiu kvasnú dobu. Vzniknuté pivá majú po dokvasení 
väčšiu trvanlivosť; tento spôsob kvasenia sa používa v našich krajinách, v niektorých ďalších 
európskych štátoch a v USA. Pivovarské kvasinky sa najlepšie kultivujú na mladine, kde 
vytvárajú charakteristickú piesčitú usadeninu [1,3]. 
Z vinárskych kmeňov sa najväčšmi uplatňujú tzv. pravé vinárske kvasinky 
(Saccharomyces vini). Selekciou sa získavajú rôzne kmene s vlastnosťami, ktoré sú 
najvhodnejšie pre vlastný technologický výrobný proces, ako aj pre konečnú kvalitu vína. 
Vinárske kvasinky sa vyznačujú vyššou toleranciou voči ethanolu. Kvasenie prebieha 
pri 25°C po dobu jedného až dvoch týždňov (obsah ethanolu rastie iba pomaly). U týchto 
kmeňov je žiaduca autolýza kvasiniek, čo prispieva k vytváraniu buketu vína [1]. 
Liehovarské kvasinky sú zvlášť vyšľachtené kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae, 
prispôsobené rôznym liehovarským záparam, najmä melasovým. Sú to kvasinky vrchného 
kvasenia, preto by nemali sedimentovať ani aglutinovať. Jednotlivé rasy sa navzájom líšia 
svojimi morfologickými a enzýmovými vlastnosťami. Voči ethanolu disponujú vysokou 
odolnosťou, kvasenie prebieha jeden až dva dni, obsah ethanolu rýchlo vzrastá až k 11 % [1]. 
Pekárske kmene kvasiniek sú schopné sa rýchlo rozmnožovať v aeróbnom prostredí na 
úkor produkcie ethanolu. Účelom ich kultivácie je teda získať čo najviac biomasy, 
pri aeróbnych podmienkach sa viac uplatňuje respirácia. Kvasinky nemajú aglutinovať, 
minimálne adsorbovať farbivo (čo ovplyvňuje vzhľad droždia). Patria k najrozšírenejším 
kvasinkám [1]. 
 
2.5 Vplyv oxidačného stresu na kvasinkové bunky 
Kvasinky rastúce v iných než fyziologických podmienkach prejavujú mnoho stresových 
odpovedí. Tieto odpovede zahŕňajú mechanizmy bunkového vnímania, signálnej transdukcie, 
transkripčnú a postranskripčnú kontrolu, akumuláciu ochranných látok a aktivitu reparačných 
funkcií. Stresová odpoveď vedie k modulácii enzýmových aktivít a ku zmene génovej 
expresie [20]. 
Názor, že kyslík môže pôsobiť toxicky prostredníctvom tvorby voľných radikálov bol 
poprvýkrát vyslovený Gershmanom (1954) a Harmanom (1956). Termín „oxidačný stres” 
zavedený v roku 1978 Fridovichom bol definovaný ako porucha prooxidačne – antioxidačnej 
rovnováhy v bunke a to v prospech prooxidantov. Od ostatných typov stresu sa líši 
charakterom svojich primárnych efektorov označovaných ako reaktívne kyslíkové deriváty 
(ROS – Reactive Oxygen Species), ktoré sa môžu tvoriť prirodzene v priebehu bunkového 
metabolizmu. Pojem ROS zahŕňa molekuly kyslíka v rôznych redukčných a excitačných 
stavoch a rovnako zlúčeniny kyslíka s vodíkom, chlórom a dusíkom. Bunky aeróbnych 
organizmov sa nemôžu vyhnúť ich neustálemu pôsobeniu, a z toho dôvodu dochádza 
k priebežnému poškodzovaniu ich bunkových komponent vplyvom oxidačného stresu [21]. 
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2.5.1 Tvorba reaktívnych kyslíkových derivátov 
Primárne oxidanty, postupne vznikajúce ako vedľajšie produkty energetického 
metabolizmu, sú superoxidové radikály (O2•), peroxid vodíka (H2O2), hydroxylové radikály 
(HO•) a singletový kyslík (1O2•). Všetky tieto vysoko reaktívne oxidačné stresory môžu 
napádať ďalšie molekuly a viesť tak k tvorbe ďalších sekundárnych reaktívnych oxidačných 
metabolitov, ktoré vyvolávajú rozsiahle poškodenie  bunkových organel a enzýmov. Mnohé 
sekundárne radikály (hydroperoxidy, alkoxylové a peroxidové radikály, epoxidy alebo 
aldehydy) sú produktmi peroxidácie lipidov a oxidácie proteínov [21]. 
Kyslík v tripletovom stave (3O2) reaguje ochotne najmä s radikálmi. Pomocou energie 
získanej z chemických či fotochemických procesov sa premieňa na singletový kyslík, ktorý 
veľmi rýchlo a selektívne reaguje s nenasýtenými biomolekulami za vzniku nestabilných 
peroxidov a hydroperoxidov. Prvá jednoelektrónová redukcia kyslíka produkuje superoxidový 
radikál (O2•), ktorý je slabou bázou s nízkou reaktivitou voči väčšine biomolekúl a slabým 
oxidantom pri neutrálnom pH. Superoxidový radikál neprechádza bunkovými membránami, 
takže nevyvoláva peroxidáciu lipidov v lipofilných bunkových zložkách, ale môže redukovať 
ióny prechodných kovov ako je napr Fe3+. Pri pH nižšom ako 4,8 je prítomný v protonovanej 
forme ako hydroperoxylový radikál (HOO•). Jeho samovoľná dismutácia vo vodnom 
prostredí vedie ku vzniku H2O2 a 
1O2•. Napriek nízkej reaktivite je superoxidový radikál 
schopný inhibovať antioxidačné enzýmy (glutathionperoxidáza, čiastočne kataláza) [21]. 
Vznik jedného radikálu teda môže zahájiť celú kaskádu vzniku ďalších radikálov. Pokiaľ 
radikál reaguje s ,,normálnou“ molekulou, mení ju na radikál a dochádza k šíreniu 
(propagácii) radikálovej reakcie do okolia. Až reakciou dvoch radikálov sa nepárové 
elektróny spoja v jednu dvojicu, tým vzniká ,,normálna“ molekula a radikálová kaskáda 
končí, nastáva tzv. terminácia. 
Vysoko reaktívny hydroxylový radikál je produkovaný v podmienkach in vivo 
rentgenovým ožiarením vody alebo ultrafialovým ožiarením peroxidu vodíka. Takisto sa tvorí 
v niekoľkých biologicky významných reakciách. Aktivované neutrofilné častice, ktoré 
uvoľňujú chlórnan a superoxidový radikál, môžu vyvolať cytotoxický efekt 
na mikroorganizmy vznikajúcim HO• v tejto rýchlej reakcii: 
 –2
–
2 ClHOOHOClO ++→+
••  (a) 
Reakcia peroxidu vodíka s iónmi prechodných kovov, ako je napr. Fe2+ v kyslom prostredí 
takisto poskytuje hydroxylový radikál. Je známa už od konca 19. storočia ako Fentonova 
reakcia: 
 •+++ ++→++ HOOHFeHOHFe 2
3
22
2  (b) 
Hydroxylový radikál je málo selektívnym oxidačným činidlom – je schopný oxidovať 
široké spektrum zlúčenín, prakticky každú biologickú molekulu [21]. 
 
 
Obr. 6 Schéma vzniku ROS z molekuly kyslíka [22] 
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2.5.2 Úloha prechodných kovov a ich chelátov pri tvorbe ROS 
Všetky kyslíkaté reakcie, či už pomalé (autooxidácia organických materiálov) alebo rýchle 
(horenie), musia byť iniciované katalytickým (aktivačným) krokom. V skutočnosti sú 
prakticky všetky oxidačné reakcie katalyzované kovovými iónmi. Najdôležitejšími z hľadiska 
tvorby ROS sú najmä Fe a Cu a z ťažkých kovov Cd [21]. 
Železo obsiahnuté v bunkách a tkanivách môže v prítomnosti rozpusteného kyslíka viesť 
k oxidačnej modifikácii bunkových proteínov a následne k oxidačnému stresu. V prítomnosti 
kyslíka podlieha železo zväčša autooxidácii: 
 22
3
2
2 OHFe 2H 2OFe 2 +→++ +++  (c) 
Reakcia vznikajúceho peroxidu vodíka s ďalším iónom Fe2+ poskytuje hydroxylový radikál 
(HO•). Intracelulárne Fe3+ môže ďalej reagovať so superoxidovým radikálom, ktorý sa tvorí 
v priebehu metabolických procesov: 
 2
2–
2
3 OFeOFe +→+ +•+  (d) 
Čistým výsledkom je cyklická redukcia železa, ktorá vedie k tvorbe ROS [21]. 
Ióny ťažkých kovov, ako je Cd2+ alebo Cu2+, významne pôsobia na bunku a membrány jej 
organel. Meď vyvoláva rýchlu permeabilizáciu membrány, čo má za následok uvoľnenie 
aminokyselín a bunkového K+ [21]. 
 
2.5.3 Cieľové štruktúry primárnych kyslíkových derivátov 
Primárnym cieľom exogénnych ROS sú bunkové membrány a komponenty cytoskeletu. 
Kvasinkové bunky zväčša odolávajú pôsobeniu vyšších koncentrácií (10-100 mmol/l) H2O2, 
o čom svedčí i membránový transport sledovaný v Saccharomyces cerivisiae, ktorý nebol 
vysokou koncentráciou H2O2 v podstate nijak ovplyvnený [21]. 
Kyslíkové radikály atakujú najmä DNA, lipidy a proteíny. Peroxidáciou lipidov 
v bunkových membránach dochádza k degradácii molekúl mastných kyselín štiepením C-C 
väzieb za súčasnej tvorby kratších zlúčenin, ako sú alkány, ketóny, oxirány a aldehydy. Tým 
sa mení fluidita membrány a bunka nie je ďalej schopná úplne kontrolovať jej permeabilitu. 
Ďalším nebezpečným dôsledkom peroxidácie lipidov je tvorba sekundárnych kyslíkových 
radikálov, ktoré napádajú DNA. Oxidačné poškodenie DNA sa prejavuje vznikom zlomu 
jedného reťazca DNA (single strand break) a zámenou báz, čo môže viesť k mutáciam. 
Podobne sú oxidovanými lipidmi atakované i proteíny. Modifikácie alebo rozštiepenie 
proteínových molekúl významne menia ich konformáciu, inaktivujú enzýmy a často vedú 
k ich denaturácii [21]. 
 
2.5.4 Antioxidanty – ochrana proti oxidačnému stresu 
Bunky disponujú niekoľkými líniami antioxidačnej obrany, kam patria systémy ako 
enzymatické (cytochrom-c-peroxidáza, superoxiddismutáza, glutathionperoxidáza, ai.), tak 
i neenzymatické (flavonoidy, karotenoidy, glutathion, kyselina askorbová, retinol, tokoferol, 
ai.), ktoré inhibujú či minimalizujú tvorbu ROS [21]. 
Glutathion je tiolový tripeptid, ktorý je kľúčovým v procese ochrany bunky pred voľnými 
radikálmi. V redukovanej forme reaguje priamo s peroxidovými radikálmi HO• za vzniku 
vody. Je hlavnou obrannou línou v boji proti oxidačnému stresu u kvasinky Saccharomyces 
cerevisiae. Zúčastňuje sa i mnohých ďalších bunkových pochodov, ako je napr. transport 
aminokyselín, syntéza proteínov a nukleových kyselín, modulácia enzýmovej aktivity a ďalšie 
[21,23]. 
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Karotenoidy sú izoprenoidné antioxidačné pigmenty chrániace membránu efektívnym 
zhášaním singletového kyslíka 1O2• a peroxidových radikálov HO•. Antioxidačná účinnosť 
zrejme súvisí s ich štruktúrou. Nenasýtené uhľovodíky, ako je β-karotén a lykopén, sú 
lokalizované v hydrofóbnej časti membrány a disponujú určitou mobilitou, kým xantofyly sú 
pevne ukotvené v polárnych skupinách lipidov prostredníctvom svojich dvoch distálnych 
polárnych substituentov. Môžu tak mať lepší kontakt s ROS vynorením sa z membrány 
pozdĺž celého jej obvodu [21]. 
Najlepším antoxidantom sa zdá byť astaxantín, zatiaľ čo antioxidačná účinnosť najväčšmi 
obľúbeného karotenoidu, β-karoténu, bola nedávno spochybnená. V kvasinkách hrajú 
karotenoidy, obzvlášť astaxantín, dôležitú antioxidačnú úlohu v procese starnutia. 
V pigmentovanej kvasinke Phaffia rhodozyma chráni astaxantín bunky pred toxickými 
kyslíkovými metabolitmi, ktoré sú výsledkom vnútrobunkového aeróbneho metabolizmu 
[21,23]. 
 
2.6 Vplyv soľného stresu na kvasinkové bunky 
Zvýšená salinita prostredia vedie ku vzniku dvoch stresových faktorov vyvolaných 
nárastom intracelulárnej koncentrácie Na+. Zahŕňa jednak osmotické komponenty vedúce 
ku strate turgoru bunky a ďalej toxické látky, ktoré inhibujú mnoho bunkových funkcií. 
Adaptácia kvasinkových buniek na tieto stresové podmienky sa zvyčajne prejavuje 
akumuláciou osmoticky aktívnych zlúčenín (najmä glycerolu), ktoré sú schopné efektívne 
vyrovnávať rastúci externý osmotický tlak a upravujú membránový transportný systém tak, 
aby došlo k vylúčeniu Na+ z bunky do prostredia [23,24]. 
V závislosti na vonkajšom osmotickom tlaku sa významne mení cytoplazmatický objem 
kvasinky Saccharomyces cerevisiae, keďže jej bunková stena je pomerne pružná a ohybná, 
a tým iba málo chránená pred stratou vody. Hyperosmotický šok má tak za následok stratu 
turgoru bunky, rýchly a výrazný pokles objemu bunky, ako aj ostatné znaky uvedené vyššie. 
Saccharomyces cerevisiae nie je osmotolerantnou kvasinkou [23]. 
 
2.6.1 Glycerol ako osmoregulátor 
Bunková odpoveď na zvýšenú salinitu prostredia sa prejavuje akumuláciou rozpustných 
látok. V bunkách kvasiniek je majoritnou rozpustnou zlúčeninou glycerol, ktorého syntéza je 
spojená s viacerými metabolickými zmenami. Vznikajúce metabolity sa správajú ako 
osmoregulátory, z ktorých glycerol predstavuje prioritnú zložku. Hlavnou funkciou bunkovej 
odpovede na stres je umožniť bunkám pokračovať v raste i pri potenciálnych letálnych 
podmienkach [24,25]. 
Rovnako aj u kvasinky Saccharomyces cerevisiae, v prítomnosti vyššej koncentrácie soli 
a s glukózou ako zdrojom uhlíka, zvýšená syntéza glycerolu účinne vyrovnáva vonkajší 
osmotický tlak. Zároveň vzrastá obsah disacharidu trehalózy a iónov Na+, K+ a až po tejto 
niekoľkohodinovej adaptácii dochádza ku hromadeniu glycerolu. Cytoplazmatická 
koncentrácia glycerolu je regulovaná činnosťou kanálikov plazmatickej membrány, ktoré sa 
otvárajú a zatvárajú v závislosti na prítomnosti či neprítomnosti osmotického stresu [23]. 
 
2.6.2 Soľný stres a jeho priebeh u Saccharomyces cerevisiae 
Tolerancia buniek Saccharomyces cerevisiae k náhlym zmenám osmotického tlaku 
vo vonkajšom prostredí závisí na ich fyziologickom stave. Rýchlo sa deliace bunky kvasiniek 
 
 
 
z exponenciálnej fázy rastu sú spravidla omnoho citlivejšie ako nera
zo stacionárnej fázy [26]. 
Bezprostredne po prenesení buniek do živného média s
dochádza k zastaveniu bunkového rastu, bunky strácajú vodu, v
dochádza k ich dehydratácii a scvrkávaniu 
Bunková odpoveď na osmotický šok pozostáva z
osmolarity musí bunka okamžite odpoveda
metabolizmus. Pri dlhodobejšom efekte je 
adaptovala prostredníctvom trvalejších zmien v
V priebehu adaptačnej fázy
prichádzajúci z vonkajšieho prostredia a
kvasinky Saccharomyces cerevisiae
jednak zvýšením syntézy glycerolu, zároveň poklesom jeho výstupu z
glycerolu vedie ku zníženiu osmotického tlaku v
do bunky. Tým sa zväčšuje
ku znovuobnoveniu rastu a del
zvyčajne nižšia ako pred osmotickým šokom 
Obr. 7 Štruktúrne zmeny kvasiniek vplyvom 
 
 
2.7 Metódy extrakcie a izolácie
2.7.1 Extrakcia kvapalina –
Proces extrakcie možno chápať ako prechod zložky fázovým rozhraním medzi dvoma 
navzájom nemiesiteľnými kvapalinami. Ide o typ klasickej extrakcie, pre ktorej úspešný 
priebeh sú potrebné dve nepodobné kvapaliny, ktoré sa spolu nemiešajú, ani inak spolu 
neinteragujú (vo väčšine prípadov vodný roztok a organické rozpúšťadlo). Cieľom je 
dosiahnuť čo najväčšiu rozpustnosť izolovanej zlúčeniny v
čo najmenšiu rozpustnosť v pôvodnom roztoku 
 
 NaCl (hyperosmotickom šoku) 
 priebehu jednej minúty 
[26]. 
 dvoch fáz. Na neočákavané zmeny 
ť, k čomu jej slúži tzv. rýchly záchranný 
nutné, aby sa bunka na nepriazni
 metabolizme – tzv. osmoregulácia 
 osmoregulácie sa bunky snažia kompenzovať osmotický tlak 
 preto akumulujú vhodnú rozpustnú látku. V
 ide o hromadenie glycerolu. Hladina glycerolu stúpa 
 buniek. Akumulácia 
 cytoplazme a spätnému vstupu molekúl vody 
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2.7.2 Extrakcia pevnou fázou 
 
2.7.2.1 Princíp metódy 
Podstatou extrakcie pevnou fázou (Solid Phase Extraction – SPE) je zachytenie molekúl 
látky na tuhom sorbente, cez ktorý preteká vzorka. Pri extrakcii sa tak využívajú chemické 
vlastnosti molekúl, ktoré sa v dôsledku medzimolekulových interakcií zachytávajú 
na sorbente. Metódu SPE preto možno označiť aj ako chemickú filtráciu [27]. 
Ako pevný sorbent sa zvyčajne používa silikagel s naviazanými organickými skupinami, 
ktoré rozhodujú o vlastnostiach sorbentu [27]. 
 
 
Obr. 8 Princíp SPE 
 
2.7.2.2 Inštrumentácia 
Silikagél ako taký patrí medzi vodou dobre zmáčateľné pevné fázy, avšak naviazaním 
vrstvy hydrofóbneho materiálu sa mení na rovnako hydrofóbny. Pred vlastnou extrakciou 
komponent z vodného prostredia je preto nevyhnuté sorbent kondicionovať methanolom 
alebo iným organickým rozpúšťadlom. Methanol preniká do viazaného povrchu a umožní 
molekulám vody a rovnako aj vzorky difundovať dovnútra. Nadbytok rozpúšťadla je následne 
odstránený vodou alebo kvapalinou podobnou extrahovanej vzorke. Zložky analyzovanej 
zmesi, ktoré interagujú silnejšie so sorbentom ako s rozpúšťadlom, ostávajú v sorbente 
a voľbou vhodných činidiel je možné ich zo sorbentu izolovať [27]. 
 
2.7.2.3 Aplikácia 
Možnosti uplatnenia metódy SPE vyplývajú z jej nenáročnosti, univerzálnosti a úspory 
organických rozpúšťadiel. V súčasnosti je prednostne využívanou technikou úpravy vzorky. 
Používa sa pre čistenie látky a zakoncentrovanie stopových množstiev látok. Metóda našla 
použitie vo farmácii, klinickej chémii, toxikológii ako aj v potravinárstve. Technika SPE má 
množstvo výhod, medzi ktoré patrí rýchlosť (v priebehu niekoľkých minút je ustanovená 
rovnováha), selektivita, citlivosť, dobrá opakovateľnosť, možnosť automatizácie a jednoduché 
spojenie s viacerými analytickými metódami (najmä s HPLC chromatografiou) [27,28]. 
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2.7.3 Izolácia vybraných metabolitov z kvasinkových buniek 
 
2.7.3.1 Izolácia karotenoidov 
Karotenoidné farbivá sa vo veľkom množstve vyskytujú v potravinárských surovinách 
a predstavujú natoľko zložitú zmes, že pre ich izoláciu nie je možné použiť jedinú 
univerzálnu metódu. Spôsoby izolácie závisia na mnohých činiteľoch, ako napr. na množstve 
vody, tuku apod. [30]. 
Najčastejšou metódou izolácie karotenoidov je extrakcia. Pri extrakcii organickými 
rozpúšťadlami sa k izolácii karotenoidov zo vzoriek s vysokým obsahom vody, ako je napr. 
rastlinný materiál, používa ako extrahovadlo acetón. V materiáli izolovanom zo živočíchov, 
rovnako aj z kvasiniek, sú však karotenoidy viazané prevažne v lipoproteínovej frakcii 
membrán a pre ich uvoľnenie je nutné zmydelniť takúto vzorku varom s alkoholickým 
roztokom hydroxidu draselného alebo hydroxidu sodného. Karotenoidy sa po zmydelnení 
niekoľkokrát (dva- až trikrát) extrahujú nepolárnymi organickými rozpúšťadlami, ako je napr. 
diethyléther, hexán alebo petroléther. Podobne ako karotenoidy sa izolujú i steroly extrakciou 
zmydeľneného podielu [30,31,32]. 
 
2.7.3.2 Izolácia lipidov 
Lipidy tvoria skupinu lipofilných, chemicky rozdielnych zlúčenín, ako sú acylglyceroly, 
voľné mastné kyseliny, vosky, steroidy, zložené tuky, ďalej v tuku rozpustné uhľovodíky, 
alkoholy, vitamíny a iné. V prevažnej väčšine sa k izolácii lipidov používa extrakcia 
nepolárnymi organickými rozpúšťadlami. Kvantitatívne stanovenie lipidov závisí 
od podmienok extrakcie a to najmä od teploty, ktorá by nemala presiahnuť hodnotu 35°C, 
inak sa môžu aktivovať lipolytické enzýmy ovplyvňujúce kvalitu tukov. Výsledok stanovenia 
je takisto ovplyvnený použitým rozpúšťadlom – petrolétherom sa extrahujú najmä 
acylglyceroly a nezmydeľniteľné látky, diethylétherom predovšetkým acylglyceroly a voľné 
mastné kyseliny [31]. 
 
2.8 Analýza vybraných metabolitov 
Pre stanovenie karotenoidných pigmentov sa najčastejšie používajú spektrálne techniky 
vo viditeľnej (prípadne UV) oblasti. Veľmi rozšírené sú tiež chromatografické techniky, 
v súčasnosti najmä HPLC metóda [31]. 
Steroly sa stanovujú najmä fotometrickou metódou, pre ich detailnejšie štúdium sa takisto 
využívajú rôzne chromatografické metódy [31]. 
 
2.8.1 Absorpčná spektrofotometria 
Pre analýzu biologických vzoriek sa často využíva ako optická metóda molekulárna 
absorpčná spektrometria v ultrafialovej a viditeľnej oblasti (fotometria), ktorá sa zaoberá 
meraním a interpretáciou elektrónových spektier molekúl látok absorbujúcich 
elektromagnetické žiarenie v rozsahu vlnových dĺžok 200 až 800 nm [27]. 
Ako zdroj spojitého primárneho žiarenia sa v spektrofotometroch pre blízku ultrafialovú 
oblasť používa vodíková, častejšie však deuteriová výbojka. Pre viditeľnú oblasť sa používajú 
wolframové alebo halogénové žiarovky. Absorbujúce prostredie je realizované kyvetami 
vyrobenými zo skla (pre viditeľnú oblasť) alebo kremeňa (pre ultrafialovú oblasť). Objektívne 
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hodnotenie veľkosti absorpcie možno uskutočniť použitím fotoelektrických detektorov, alebo 
dokonalejšie diódovým poľom [27]. 
Kvantitatívnym vyjadrením absorbancie je Lambert-Beerov zákon, ktorý vyjadruje vzťah 
medzi intenzitou dopadajúceho (I0) a prejdeného (I) žiarenia, hrúbkou absorbujúcej vrstvy (l) 
a látkovou koncentráciou vzorky (c): 
 Ac
I
I
=⋅⋅=
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
lε0log  (4) 
kde ε je molárny absorpčný koeficient. Uvedený vzťah platí iba pre zriedené a číre roztoky 
s koncentráciou nižšou ako 10-2 mol/l [27]. 
 
2.8.1.1 Identifikácia karotenoidov fotometricky 
Pre spektrálnu identifikáciu karotenoidných farbív sa najčastejšie využíva absorpčné 
spektrum vo viditeľnej oblasti svetla. Typické pre karotenoidy sú tri absorpčné pásy, ktorých 
poloha závisí na druhu použitého rozpúšťadla a na štruktúre farbiva [30]. 
Posun ku kratším vlnovým dĺžkam nastáva vtedy, ak dvojitá väzba v šesťčlennom kruhu 
prejde z konjugovanej pozície do pozície izolovanej, ak je koncová konjugovaná dvojitá 
väzba nahradená 5,6-epoxidovou skupinou, ak dôjde ku zmene 5,6-epoxy na izomernú 
furanoidnú 5,8-epoxy-formu, alebo ak je priamy reťazec nahradený kruhom. Naopak, posun 
k dlhším vlnovým dĺžkam nastáva vtedy, keď vzrastie počet konjugovaných ethylenových 
skupín. Počet hydroxylových a karbonylových skupín nemá podstatný vplyv na charakter 
spektra. Jedine karbonylová skupina konjugovaná so systémom dvojitých väzieb 
v polyenovom reťazci spôsobuje posun maxím k dlhším vlnovým dĺžkam [30]. 
 
 
Obr. 9 Absorpčné spektrá karotenoidov [33] 
 
2.8.2 Chromatografické metódy všeobecne 
Chromatografia je separačnou a súčasne analytickou metódou, tzn. že nám poskytuje 
kvalitatívne a kvantitatívne informácie o analyzovanej vzorke [27]. 
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Chromatografická separácia látok predstavuje mnohostranné opakovanie ustavenia 
väčšieho počtu fázových rovnováh medzi dvoma (či viac) fázami (stacionárnou a mobilnou), 
ktoré sú relatívne voči sebe v pohybe. Separácia zložiek prebieha na základe interakcií 
delených látok so stacionárnou fázou. Pokiaľ je zlúčenina zadržaná na povrchu stacionárnej 
fázy, dôjde k jej elúcii neskôr, než u komponenty, ktorá so stacionárnou fázou prakticky 
nereaguje [27,29]. 
Existuje veľké množstvo chromatografických metód, preto je účelné ich delenie do skupín 
na základe niekoľkých hľadísk. Podľa povahy mobilnej fázy možno metódy rozlíšiť 
na kvapalinovú a plynovú chromatografiu. Na základe usporiadania stacionárnej fázy sa 
rozlišuje kolónová chromatografia a plošné techniky, medzi ktoré patrí papierová 
chromatografia a chromatografia na tenkej vrstve. Ďalej je možné deliť metódy podľa povahy 
fyzikálno-chemického deja, ktorý pri separácii prevláda. Rozlišuje sa chromatografia 
rozdeľovacia, adsorpčná, iónovo-výmenná, gélová a afinitná [27]. 
 
2.8.3 Chromatografia na tenkej vrstve (TLC – Thin Layer Chromatography) 
Stacionárna fáza je umiestnená v ploche – je nanesená v tenkej vrstve na vhodnej doske 
najčastejšie z hliníka, ale i zo skla alebo polyesteru. Mobilné fázy sa zväčša skladajú zo zmesi 
rozpúštadiel, niekedy i s prídavkom tlmivých roztokov [27,28]. 
Vzorka sa nanáša pomocou kapiláry na štart blízko okraja tenkej vrstvy vo forme škvrny 
alebo pásu. Po uschnutí rozpúšťadla sa tento okraj ponorí do mobilnej fázy. Tenká vrstva je 
umiestnená v komore nasýtenej parami mobilnej fázy. Mobilná fáza vzlína tenkou vrstvou 
pomocou kapilárnych síl a unáša so sebou zložky vzorky tým rýchlejšie, čím menej sa pútajú 
k stacionárnej fáze a čím sú lepšie rozpustné v mobilnej fáze. Tak sa vzorka rozdelí na zóny 
obsahujúce jednotlivé komponenty [27,28]. 
Nie vždy sú analyzované látky s prirodzeným sfarbením, a preto je často nutná vizualizácia 
výsledku delenia použitím vhodného detekčného činidla. Pre vyhodnotenie analýzy sa ako 
základná veličina používa tzv. retenčný (retardačný) faktor RF – podiel vzdialenosti stredu 
škvrny od štartu a čela od štaru [27,28]. 
 
štartu od čelať vzdialenos
štartu odškvrny ť vzdialenos
=FR  (3) 
V danom systéme a pri daných podmienkach je hodnota retenčného faktoru pre určitú látku 
konštantná, pričom leží v intervale <0, 1>. Pre dosiahnutie relatívne presných výsledkov je 
však potrebné pracovať s tenkými vrstvami vysokej kvality [27,28]. 
Táto chromatografická technika našla široké uplatnenie pri izolácii a identifikácii 
karotenoidných farbív. Po predbežnej identifikácii na základe hodnôt RF je nutné ešte 
prítomnosť látky potvrdiť chromatogramom. Z adsorpčných materiálov je najvhodnejší 
silikagél, zmes oxidu horečnatého a silikagélu a iné. Metóda TLC sa často aplikuje i pri 
identifikácii sterolov, kde sa využíva ich rozdelenie na tenkej vrstve silikagélu v zmesi hexán-
ethyléther (1 : 1) [30,31]. 
 
2.8.4 Stĺpcová chromatografia 
Stĺpcová chromatografia zahŕňa početnú skupinu chromatografických metód, kde 
stacionárnu fázu tvorí stĺpec. Stacionárna fáza je umiestnená vo valci, ktorý umožňuje prívod 
a odvod mobilnej fázy (preto tiež označovaná ako kolónová chromatografia) [34]. 
Stĺpcová chromatografia karotenoidov využíva ako adsorpčné materiály škrob, sacharózu, 
uhličitan vápenatý a iné. Na kolónu sa nanesie nezmydeľniteľná frakcia v nepolárnom 
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rozpúšťadle a kolóna sa vyvíja polárnejším rozpúšťadlom dovtedy, kým nedôjde k oddeleniu 
zón. Následne sa stĺpec sorbentu vyberie, rozdelí, jednotlivé zóny sa eluujú polárnym 
rozpúšťadlom a ďalej identifikujú, alebo sa kolóna po nanesení vzorky vyvíja postupne 
zmesou rozpúšťadiel so vzrastajúcou polaritou. Karotenoidné farbivá sa postupne eluujú, 
odníma sa vždy frakcia prislúchajúca určitej zóne. Tieto frakcie sa použijú k ďalšej 
identifikácii [30]. 
S výhodou je možné použiť gradientovú elúciu, ktorá je vhodnejšia ako elúcia postupná, 
keďže ostrejšie delí jednotlivé farbivá. Čo sa týka adsorpčných materiálov, sú pre delenie 
karoténov vhodné polárne adsorbenty [30]. 
 
 
Obr. 10 Stĺpcová chromatografia [34] 
 
2.8.5 Vysoko účinná kvapalinová chromatografia (HPLC – High Performance Liquid 
Chromatography) 
 
2.8.5.1 Princíp metódy 
Pre analýzu karotenoidov bola zavedená metóda HPLC s diódovým poľom ako 
detektorom, ktorá umožňuje kombináciu výsledkov separácie s priamou spektrálnou 
analýzou. Považuje sa za rýchlu, presnú a reprodukovateľnú techniku, ktorá je vhodná pre ich 
identifikáciu i kvantifikáciu [27,35]. 
Základom HPLC sa stalo klasické usporiadenie kolónovej kvapalinovej chromatografie. 
Pre účinnú separáciu je potrebné použiť dostatočne malé zrniečka sorbentu, ktoré kladú 
prestupujúcej kvapaline značný odpor, a preto je nutné pracovať pri vysokom tlaku. Pri týchto 
podmienkach dochádza na kolóne k výraznému chromatografickému rozlíšeniu látok 
v širokých oblastiach molekulových hmotností [27,29]. 
Vzorku zaznamenanú detektorom možno identifikovať podľa tzv. píkov, ktoré v ideálnom 
prípade majú tvar Gaussovej krivky. Výška a plocha píku reprezentujú kvantitatívnu 
charakteristiku vzorky, poloha píku (retenčný čas) identifikuje separovanú zložku [27,29]. 
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V zásade priebeha chromatografia v dvoch stupňoch: v prvom dochádza k adsorpcii 
zložiek na základe ich afinity, v druhom stupni je potrebné tieto zložky zo sorbentu uvoľniť. 
Uvoľnenie látok sa uskutočňuje vymytím (elúciou) vhodnou mobilnou fázou [36]. 
Pri programovaní podmienok elúcie možno využiť dve základné techniky. 
Najjednoduchšiou je izokratická elúcia, pri ktorej sa zloženie mobilnej fázy nemení a zostáva 
konštantné po celú dobu analýzy. Účinnejšou technikou je však gradientová elúcia, kedy sa 
zloženie mobilnej fázy s časom mení a elučná sila sa zvyšuje. Medzi jej hlavné výhody patrí 
kratšia doba analýzy a zvýšenie citlivosti detekcie pre látky, ktoré sa eluujú neskôr. Gradienty 
môžu mať rôzny tvar: lineárny, konvexný, konkávny a iné. Najbežnejším je lineárny gradient 
– kontinuálne zvyšovanie koncentrácie silnejšieho eluentu v rozpúšťadle. Gradient je tak 
charakterizovaný počiatočnou a konečnou koncentráciou, tvarom a smernicou, pričom všetky 
píky majú rovnakú šírku [28,37]. 
 
2.8.5.2 Separácia vzoriek – HPLC kolóny 
Kontinuálne delenie látok medzi stacionárnou a mobilnou fázou prebieha v krátkych 
náplňových kolónach s dĺžkou 5 až 25 cm a priemerom niekoľko milimetrov. Sú zhotovené 
z nerezovej ocele pre vysoké tlaky asi 50 MPa. Vhodnými sorbentmi v kolónach sú náplne 
tvorené časticami s priemerom 3 až 10 µm. Z hľadiska používaných sorbentov je v praxi 
najbežnejšia reverzná fáza C8 a C18. Podstatou chromatografie s obrátenými fázami 
(reverznej chromatografie, RP-HPLC) je skutočnosť, že stacionárna fáza je nepolárna 
(uhľovodíky) a mobilná fáza je polárna (voda, methanol, acetonitril). Naopak, tzv. 
chromatografia s normálnymi fázami má polárnu stacionárnu a nepolárnu mobilnú fázu, 
predstavuje klasickú chromatografiu, keďže sa začala používať skôr a je vývojovo staršia. 
V súčasnej analytickej praxi je však použitie reverznej chromatografie rozšírenejšie, pretože 
je aplikovateľná na podstatne väčší okruh analytov a typov vzorky [27,28]. 
Na dávkovanie vzorky sa používajú obtokové viaccestné dávkovacie kohúty alebo nástrek 
roztoku injekčnou striekačkou. Mobilnou fázou môžu byť rôzne organické rozpúšťadlá, ktoré 
sú pretláčané kolónou membránovými alebo piestovými čerpadlami. Z kolóny je eluát vedený 
do detektora [27,28,29]. 
 
2.8.5.3 Identifikácia – detektory v HPLC 
Spektrofotometrické detektory patria k najpoužívanejším v HPLC, keďže sú pomerne 
jednoduché, spoľahlivé, možno nimi detekovať veľký počet látok a sú kompatibilné 
s gradientovou elúciou. Prostredníctvom spektrofotometrickej detekcie sa meria absorbancia 
mobilnej fázy vychádzajúcej z kolóny. Detektory jednoduchšieho typu merajú pri jednej 
vlnovej dĺžke v ultrafialovej oblasti, zložitejšie umožňujú nastavenie vlnovej dĺžky pomocou 
monochromátoru. Najdokonalejšie detektory sú schopné pomocou diódového poľa (Diode 
Array Detector) opakovane zaznamenávať absorpčné spektrum v určitej oblasti vlnových 
dĺžok a uložiť ho do pamäte. Citlivosť je pro rôzne látky rôzna, pri zvolenej vlnovej dĺžke 
závisí na veľkosti molárneho absorpčného koeficientu látky [27,28,29]. 
K univerzálnym detektorom možno zaradiť i refraktometrické detektory, ktoré merajú 
rozdiely medzi indexom lomu eluátu a čistej mobilnej fázy. Keďže sú tieto rozdiely malé, je 
refraktometrický detektor iba málo citlivý. Nevýhodou je i značná závislosť indexu lomu 
na teplote (pri jeho použití je potrebné prísne dodržiavať konštantnú teplotu) a nemožnosť 
použiť gradientovú elúciu. Využitie refraktometrického detektoru je žiaduce najmä v tých 
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prípadoch, kedy ostatné detektory neposkytujú pre analyzované látky odozvu (napr. pri 
analýze cukrov) [27,28]. 
 
2.8.5.4 Tandemová technika LC/MS 
Stále častejším detektorom používaným v kvapalinovej chromatografii je univerzálny 
hmotnostný spektrometer, v tomto prípade možno použiť označenie LC/MS (ide o spojenie 
kvapalinovej chromatografie LC a hmotnostnej spektrometrie MS). V rámci súčasnej 
komerčnej inštrumentácie sa prakticky výhradne používajú sprejové ionizačné techniky typu 
elektrospreje (ESI) a chemická ionizácia pri atmosférickom tlaku (APCI), ktoré sú v priebehu 
ionizácie schopné odviesť väčšinu prchavých látok mimo priestor hmotnostného 
spektrometra. Voľba iónového zdroja je primárne určená typom analyzovaných látok: APCI 
sa uplatňuje v ionizácii nízkomolekulárnych menej polárných látok, naopak ESI je možné 
použiť pre ionizáciu makromolekulárnych látok typu bielkovín a fragmentov nukleových 
kyselín a pre nízkomolekulárne látky s polárnymi vlastnosťami. Najbežnejším hmotnostným 
analyzátorom je kvadrupólový typ (Q), ktorého použitie je univerzálne a medzi jeho prednosti 
patrí dostatočná citlivosť, vysoká rýchlosť skenovania. Svojimi parametrami sú porovnateľné 
iónové pasce (IT), ktoré sú vhodné predovšetkým pre stopovú analýzu [28]. 
Použitie hmotnostného spektrometra ako detektora v spojení s kvapalinovou 
chromatografiou nijak nezužuje výber typu stacionárnej fázy. Avšak kladie určité obmedzenia 
pre voľbu použitej mobilnej fázy, a to predovšetkým z hľadiska prchavosti jej zložiek [28]. 
K oblastiam praktickej aplikácie LC/MS možno zaradiť potravinársky a farmaceutický 
priemysel, ako aj využitie v oblastiach toxikológie a ekológie. V potravinárskom priemysle sa 
táto metóda využíva pre charakterizáciu a kvantifikáciu neprchavých zložiek, ktoré 
podmieňujú chuť, výživové vlastnosti a možnú toxicitu potravín. Ide najmä o analýzu 
umelých a prirodzených farbív, proteínov, lipidov, sacharidov a vitamínov významne 
ovplyvňujúcich nutričnú hodnotu potravín. S pomocou LC/MS je možné pozorovať 
i štruktúrne zmeny menovaných typov látok v priebehu tepelnej úpravy a starnutia 
potravín [28]. 
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3 EXPERIMETÁLA ČASŤ 
3.1 Použité chemikálie, prístroje a pomôcky 
3.1.1 Chemikálie 
• Methanol pre LC/MS, Riedel-de Haën (SRN) 
• Acetonitril pre LC/MS, Riedel-de Haën (SRN) 
• Acetón p.a., Lachema (ČR) 
• Cyklohexán p.a. Budapešť (HU) 
• β-karotén 95 %, Sigma Aldrich (SRN) 
• Astaxantín 98 %, Sigma Aldrich (SRN) 
• Ergosterol, Sigma Aldrich (SRN) 
• Všetky ostatné bežné chemikálie boli štandardnej čistoty p.a. 
 
3.1.2 Prístroje a pomôcky 
• Zostava HPLC od firmy ECOM spol. s r.o. (ČR) s UV-VIS (Ecom) a MS detekciou 
(Thermo Finigan) (USA) 
• Gradientné čerpadlo typ BETA 10 
• Termostat kolóny, typ LCO 101 
• UV-VIS detektor procesový, typ LCD 2084 
• Integrátor Clarity 
• MS detektor Thermo FINNIGAN LCQ Advantage MAX, iónový zdroj 
elektrosprej, analyzátor iónová pasca (USA) 
• Integrátor Thermo Finnigan XcaliburTM (USA) 
• Chromatografická kolóna Polaris 3µm C18-A 150x2,0 mm Varian (USA) 
• SPE, SUPELCO (SRN)  
• SPE kolónky typu SPEC C18 AR 3 ml Varian (USA) 
• Vodná výveva Merci, a. s. (ČR) 
• Rotačná vákuová odparka IKA WERKE (SRN) 
• Centrifúga 3-15, Sigma (SRN) 
• Centrifúga, typ Hettich zentrifugen (SRN) 
• Analytické váhy, typ BOECO (SRN) 
• Kompaktné váhy, typ Scout PRO SPU402 (USA) 
• Mikroskop L II ooA, Intraci Micro (SRN) 
• GKB Color Digital CCD Camera (Taiwan) 
• LUCIA Image Active 5.0, Laboratory Imaging, spol s r.o. (ČR) 
• Bežné laboratórne sklo 
 
3.1.3 Kvasinkové kultúry 
• Xanthophylomonas dendrorhous (Phaffia rhodozyma) CCY 77-1-1 
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3.2 Kultivačné médiá pre kvasinku Phaffia rhodozyma 
Pre optimálnu kultiváciu kvasinky Phaffia rhodozyma bolo použité tekuté inokulačné 
a produkčné médium, ktorých zloženie je uvedené v tabuľkách 3 a 4 (prevzaté z [38]). 
Kvasinka bola kultivovaná submerzne v Erlenmeyerových bankách pri podmienkach stáleho 
trepania. 
 
Tabuľka 3 Médium č.1 
Zložky média Množstvo 
glukóza 40 g 
(NH4)2SO4 5 g 
KH2PO4 5 g 
MgSO4 0,34 g 
kvasničný autolyzát 7 g 
močovina 3,5 g 
voda 1 000 ml 
 
Médium č.1 (zloženie uvedené v tabuľke 3) bolo používané ako inokulačné. Pasterácia 
prebiehala v tlakovom hrnci s otvoreným ventilom po dobu 30 minút. 
 
Tabuľka 4 Médium č.2 
Zložky média Množstvo 
glukóza 30 g 
(NH4)2SO4 4 g 
KH2PO4 4 g 
MgSO4 0,34 g 
močovina 3,5 g 
voda 1 000 ml 
 
Médium č.2 (zloženie uvedené v tabuľke 4) bolo používané ako produkčné. Pasterácia 
prebiehala rovnako v tlakovom hrnci s otvoreným ventilom po dobu 30 minút. 
 
3.3 Rastová krivka – kultivácia kvasinky Phaffia rhodozyma v optimálnych 
rastových podmienkach 
Rastová krivka vyjadruje časovú závislosť nárastu biomasy kvasiniek. Meraná bola 
v produkčnom médiu v štyroch paralelne kultivovaných Erlenmeyerových bankách. 
V určitých časových intervaloch boli asepticky odoberané frakcie vždy po 25 ml z dvoch 
baniek. Podiely z obidvoch baniek boli spojené do jednej vzorky s objemom 50 ml, tá bola 
ďalej analyzovaná. 
V každej odobratej vzorke kvasinkovej suspenzie bol fotometricky stanovený zákal 
a obsah astaxantínu, ergosterolu a celkových karotenoidov metódou HPLC/UV-VIS, resp. 
HPLC/ESI-MS. Zároveň bol pripravený mikroskopický preparát pre pozorovanie 
morfologických znakov buniek. 
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3.3.1 Príprava kultivačných médií 
3.3.1.1 Inokulum č.1 
Objem 70 ml sterilného média č.1 (kap. 3.2, tab. 3) v Erlenmeyerovej banke s objemom 
300 ml bol zaočkovaný štyrmi očkovacími kličkami zásobnej kultúry Phaffia rhodozyma 
zo šikmého agaru. Kultivácia prvého inokula prebiehala pri podmienkach stáleho trepania 
(70 rpm) a teplote 19 ºC po dobu 72 hodín. Inokulum č.1 bolo použité pre zaočkovanie 
druhého inokulačného média. 
 
3.3.1.2 Inokulum č.2 
Do 350 ml sterilného média č.1 (kap. 3.2, tab. 3) v Erlenmeyerovej banke s objemom 
1 000 ml bolo asepticky prevedené inokulum č.1 (kap. 3.3.1.1.). Kultivácia prebiehala pri 
podmienkach stáleho trepania (100 rpm) a teplote 19 ºC po dobu 24 hodín. Inokulum č.2 bolo 
použité pre zaočkovanie produkčného média. 
 
3.3.1.3 Produkčné médium 
Kultivácia P. rhodozyma ďalej prebiehala paralelne v štyroch Erlenmeyerových bankách 
(1 000 ml), z ktorých každá obsahovala 400 ml produkčného média. Každé zo štyroch 
sterilných médií č.2 (kap. 3.2, tab. 4) bolo asepticky zaočkované 80 ml inokula č.2 
(kap. 3.3.1.2.). Kultivácia prebiehala pri podmienkach stáleho trepania (90 rpm) a teplote 
19 ºC. 
 
3.3.2 Stanovenie zákalu 
Objem 1 ml vzorky kvasinkovej suspenzie bol pipetovaný do 10 ml odmernej banky 
a doplnený destilovanou vodou po rysku. Absorbancia takto získaného roztoku bola 
premeraná pri vlnovej dĺžke 630 nm proti destilovanej vode. 
 
3.3.3 Mikroskopické pozorovanie morfologických znakov 
Tesne po uskutočnení odberu bol pripravený natívny mikroskopický preparát. Pomocou 
software LUCIA Image Active 5.0 bola pod mikroskopom pri 1600-násobnom zväčšení 
pozorovaná morfológia kvasinkových buniek v jednotlivých fázach ich rastu. 
 
3.3.4 Príprava vzorky pre stanovenie obsahu astaxantínu a celkových karotenoidov 
3.3.4.1 Uchovanie odobranej frakcie kvasinkových buniek 
Vzorka kvasinkovej suspenzie (s objemom 49 ml) bola odstreďovaná na centrifúge Sigma 
pri otáčkach 5 000 rpm po dobu 10 min. Získaný supernatant bol zliaty a sediment premytý 
destilovanou vodou. Suspenzia bola znova odstreďovaná 10 min pri 5 000 rpm. Sediment bol 
pretrepaný v cca 30 ml fyziologického roztoku (0,09% NaCl) a uskladnený v riadne 
označenej nádobke pri -18 °C. 
 
3.3.4.2 Izolácia astaxantínu z buniek Phaffia rhodozyma 
Získaná kultúra buniek vo fyziologickom roztoku bola rozmrazená v studenej vode 
a scentrifugovaná (centrifúga Sigma, 10 min, 5 000 rpm). Získaný supernatant bol zliaty, 
sediment obsahujúci kvasinkové bunky bol rozotrený v trecej miske s 20 ml acetónu. 
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Acetónová suspenzia bola odstreďovaná 10 min pri 5 000 rpm. Supernatant bol prečistený 
pomocou zariadenia SPE (pri tlaku 50 kPa) cez kolónky C18 AR. Karotenoidy zachytené 
na pevnej fáze SPE kolónky boli eluované cyklohexánom (cca 5 ml). Následne bol získaný 
eluát odparený do sucha na vákuovej odparke, odparok rozpustený v 1 ml LC/MS methanolu 
a odpipetovaný do mikrocentrifugačnej skúmavky s uzáverom (Eppendorf). 
 
3.3.4.3 Príprava vzorky pre analýzu HPLC 
Odparok vzorky pripravený postupom uvedeným v kap. 3.3.4.2 bol v mikrocentrifugačnej 
skúmavke odstreďovaný pri 15 000 rpm a ďalej analyzovaný metódou HPLC. Bezprostredne 
pred analýzou bola vzorka prefiltrovaná cez PRE-CUT (PTFE) filter. 
 
3.4 Kombinovaná metóda HPLC/UV-VIS/ESI-MS v analýze karotenoidov 
a ergosterolu 
3.4.1 Príprava kalibračných kriviek 
Kalibračné krivky boli zostavené s použitím vybraných štandardných zlúčenín 
v koncentračnom rozmedzí: pre astaxantín 8,5 – 170 µg/ml, pre β-karotén 7,5 – 120 µg/ml 
a pre ergosterol 0,85 – 14 µg/ml. Podmienky pre zostrojenie kalibračných kriviek s použitím 
kolóny Polaris boli nasledovné: pri podmienkach izokratickej elúcie bol ako mobilná fáza 
(MF) využitý LC/MS methanol pre stanovenie astaxantínu a celkových karotenoidov 
s prietokom 0,25 ml/min a acetonitril : methanol v pomere 95 : 5 pre stanovenie ergosterolu 
s prietokom 0,4 ml/min; vzorka bola na kolónu nadávkovaná pomocou dávkovacieho ventila 
MS s dávkovacou sľučkou s objemom 20 µl; kolóna bola temperovaná na 45 °C v kolónovom 
termostate; detekcia štandardných preparátov bola uskutočnená fotometricky pri vhodnej 
vlnovej dĺžke – pre karotenoidy (astaxantín a β-karotén) pri 450 nm a pre ergosterol pri 
285 nm. 
 
3.4.2 Analýza štandardného preparátu astaxantínu pomocou hmotnostnej 
spektrometrie 
Hmotnostný spektrometer bol nastavený na ladiacu metódu vytvorenú pre analýzu 
karotenoidov na štandard β-karotén, ktorej parametre (prevzaté z [39]) sú uvedené 
v tabuľke 5. 
Štandardný roztok astaxantínu s koncentráciou 10 µg/ml bol dávkovaný do hmotnostného 
spektrometra jednorázovo pomocou dávkovacieho ventilu integrovaného v MS detektore 
a dávkovacej sľučky s objemom 2 µl. Hmotnostná detekcia prebiehala jednostupňovo 
v režime MS full scan v kladnom móde. 
 
 Tabuľka 5 Ladiace parametre pre karotenoidné zlúčeniny v kladnom móde MS 
detektoru [39] 
parameter MS β-karotén 
množstvo sušiaceho plynu (arb) 30 
napätie na kapiláre ESI (kV) 4,5 
napätie na vstupnej kapiláre (V) 42 
teplota na vstupnej kapiláre (°C) 260 
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3.4.3 Analýza vzorky izolovanej z kvasničnej suspenzie metódou HPLC/UV-VIS/ESI-
MS 
3.4.3.1 Chromatografická separácia karotenoidov a ergosterolu 
Pre chromatografickú analýzu karotenoidov a ergosterolu bola využitá univerzálna kolóna 
Polaris, ktorej vlastnosti (najmä zrnitosť) vyhovujú hmotnostnej detekcii. Ako mobilná fáza 
(MF) bol využitý LC/MS methanol pre stanovenie astaxantínu a celkových karotenoidov 
s prietokom 0,25 ml/min a acetonitril : methanol v pomere 95 : 5 pre stanovenie ergosterolu 
s prietokom 0,4 ml/min. Kolóna bola temperovaná na 45°C v kolónovom termostate. Vzorka 
bola na kolónu dávkovaná pomocou dávkovacieho ventilu MS s dávkovacou sľučkou 
s objemom 20 µl. 
 
3.4.3.2 UV-VIS detekcia analytu 
UV-VIS detektor bol nastavený pre stanovenie karotenoidov na vlnovú dĺžku 450 nm a pre 
stanovenie ergosterolu na 285 nm. Výsledný chromatogram bol vyhodnotený pomocou 
programu Clarity. Astaxantín a ostatné karotenoidy boli identifikované na základe porovnania 
retenčných časov štandardného preparátu a píkov zlúčenín, ktoré boli separované vo vzorke. 
 
3.4.3.3 Kvantitatívne stanovenie astaxantínu a celkových karotenoidov 
Stanovenie množstva astaxantínu a celkových karotenoidov bolo uskotočnené metódou 
kalibračnej krivky s použitím štandardných preparátov astaxantínu, β-karoténu a ergosterolu 
(kap. 3.4.1). Výsledkom kalibrácie (kap. 3.4.1.) sú priamkové závislosti uvedené v kap 4.1. 
 
3.4.3.4 Verifikácia astaxantínu pomocou hmotnostnej detekcie 
MS detektor bol nastavený na ladiacu metódu uvedenú v kap. 3.4.2, tab. 5. Vzorka bola 
analyzovaná metódou on-line HPLC/ESI-MS, pričom podmienky chromatografickej 
separácie boli totožné s parametrami uvedenými v kap. 3.4.1. Výsledný TIC chromatogram 
bol spracovaný pomocou softvéru Xcalibur, bol filtrovaný pomer m/z astaxantínu určený 
pri analýze štandardného preparátu (kap. 3.4.2). 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSIA 
4.1 Stanovenie kalibračných kriviek štandardov metódou HPLC/UV-VIS 
Kalibračné krivky štandardných preparátov astaxantínu, β-karoténu a ergosterolu boli 
stanovené postupom uvedeným v kap. 3.4.1. Výsledné tvary kalibračných kriviek sú graficky 
znázornené v prílohe 1-3, matematické vyjadrenia sú nasledovné: 
• rovnica kalibrácie astaxantínu: 0,998R  155,7 1 2 == x;y  
• rovnica kalibrácie β-karoténu: 0,999R  258,99 2 == x;y  
• rovnica kalibrácie ergosterolu: 0,999R  ,76191 2 == x;y  
 
4.2 Rastová krivka 
V priebehu merania rastovej krivky kvasinky Phaffia rhodozyma CCY 77-1-1 bol 
sledovaný nárast biomasy fotometrickým meraním zákalu pri vlnovej dĺžke λ = 630 nm 
(tab. 6) postupom uvedeným v kap. 3.3.2. Získané hodnoty absorbancie boli prepočítané 
pomocou rovnice kalibračnej krivky (prevzaté z [38]) na sušinu (tab. 6, graf 1). Rovnako bola 
sledovaná produkcia karotenoidov (astaxantínu a celkových karotenoidov) a ergosterolu 
v priebehu kultivácie (tab. 7-9, grafy 2-7). 
 
4.2.1 Závislosť nárastu sušiny na čase 
Sušina v danom čase bola stanovená z nameraných hodnôt absorbancie A630 pomocou 
kalibračnej krivky v tvare: y = 2,5435x + 0,0337 (mg/l) s hodnotou korelačného koeficientu 
R2 = 0,9936 (prebraté z [38]) a prepočítaná na celkový objem média. Tabuľka 1 udáva 
prislúchajúce hodnoty absorbancie (A630) a množstva sušiny vždy v danom čase. Graf 1 
vyjadruje závislosť nárastu sušiny na čase kultivácie. 
Pri prvom pohľade na rastovú krivku je zrejmé, že k maximálnemu nárastu biomasy došlo 
v 90. hodine kultivácie (viď graf 1). Lag fázou rastu prešli kvasinkové bunky v priebehu 
kultivácie v inokulačnom médiu č.2 (kap. 3.3.1.2.). Na rastovej krivke tak možno ako prvú 
pozorovať fázu zrýchleného rastu prechádzajúcu do exponenciálnej fázy, ktorá asi 
v 60. hodine plynule vstupuje do fázy spomaleného rastu. Nasleduje fáza stacionárna, kde 
práve v 90. hod. kultivácie dosahuje nárast sušiny svoje maximum. Ďalej má rastová krivka 
stacionárny prebieh až do dosiahnutia asi 140. hodiny. Napokon nasleduje fáza postupného 
odumierania buniek. 
 
Tabuľka 6 Množstvo sušiny a zodpovedajúce hodnoty zákalu kultúry v danom čase 
čas kultivácie 
(hod) 
zákal pri 
630 nm 
(A630) 
množstvo 
sušiny (g/l) 
5 0,191 0,959 
28 0,573 3,180 
42 0,631 3,405 
49,5 0,879 4,653 
65 0,940 4,810 
71 1,066 5,276 
77 1,055 5,019 
čas kultivácie 
(hod) 
zákal pri 
630 nm 
(A630) 
množstvo 
sušiny (g/l) 
90 1,187 5,441 
97,5 1,172 5,147 
109 1,291 5,438 
116,5 1,231 4,943 
134 1,383 5,305 
158 1,353 4,928 
187,5 1,083 3,713 
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Graf 1 Prírastok sušiny v závislosti na čase kultivácie 
 
Paralelne so stanovením sušiny fotometrickým meraním zákalu (kap. 3.3.2.) boli 
mikroskopicky pozorované i morfologické zmeny kvasinkových buniek P. rhodozyma 
postupom uvedeným v kap. 3.3.3. Na obr. 11 sú zobrazené vizuálne výstupy software LUCIA 
Image Active 5.0 – zábery buniek P. rhodozyma vo vybraných fázach rastu. 
A. Lag fáza rastu buniek prebiehala ešte počas kultivácie v inokulu č.2 (kap.3.3.1.2.). 
Buniek je ešte pomerne málo, zväčšuje sa ich objem, v menšej miere sa i rozmnožujú. 
B. V exponenciálnej fáze rastu (zábery z 28. a 49,5. hodiny kultivácie) sa bunky intenzívne 
rozmnožujú, zvyšuje sa ich počet a zväčšuje sa ich objem. Dochádza k syntéze 
primárneho metabolitu ergosterolu, ktorého produkcia je najvyššia práve v dosiahnutej 
28. hod. kultivácie (viď kap. 4.2.3., tab. 9, graf 5). 
C. Fázou spomaleného rastu (zábery zo 65. a 71. hodiny kultivácie) sa bunky pripravujú na 
prechod do stacionárnej fázy znížením intenzity metabolizmu a rozmnožovania. 
D. Dosiahnutím 90. hod. kultivácie dochádza k maximálnemu nárastu biomasy. Produkcia 
astaxantínu je v tejto chvíli rovnako najvyššia (graf 2). 
E. Zábery zo 158. hod. kultivácie dokumentujú stacionárnu fázu, kedy je počet 
romnožujúcich sa a odumierajúcich buniek totožný. Bunky viditeľne aglutinujú. 
F. Fáza postupného odumierania buniek (zábery posledného uskutočneného odberu) sa 
vyznačuje postupnou lýzou väčšiny buniek. 
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Obr. 11 Morfologické zmeny buniek P. rhodozyma vo vybraných fázach rastu (celkové 
zväčšsenie: 1600-krát) 
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4.2.2 Produkcia astaxantínu a celkových karotenoidov 
Kvasinka Phaffia rhodozyma je karotogénnou kvasinkou produkujúcou astaxantín. Jeho 
obsah v sušine bol stanovený pomocou kalibračnej krivky (kap. 3.4.1, kap. 4.1, graf viď 
príloha 1). Tabuľka 7 udáva obsah astaxantínu v závislosti na čase kultivácie prepočítaný 
na 1 g sušiny, rovnaká závislosť je vynesená v grafe 2. Vzájomné porovnanie produkcie 
astaxantínu ako sekundárneho metabolitu a nárastu sušiny v priebehu kultivácie zobrazuje 
graf 3. 
Z tabuľky 7, ako aj grafu 2, je zrejmé, že najvyššia produkcia astaxantínu bola dosiahnutá 
v 90. hodine kultivácie. Ďalej nasledoval pokles produkcie v dôsledku inhibície metabolitmi, 
v posledných fázach rastu možno pozorovať stacionárny priebeh produkcie astaxantínu. 
Graf 3 porovnávajúci nárast biomasy a produkciu astaxantínu v závislosti na čase 
kultivácie poukazuje na skutočnosť, že astaxantín je naozaj syntetizovaný ako sekundárny 
metabolit v stacionárnej fáze rastu, kde dosahuje maximálnu hodnotu produkcie. 
 
Tabuľka 7 Produkcia astaxantínu v priebehu kultivácie P. rhodozyma 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 2 Závislosť obsahu astaxantínu na čase kultivácie 
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Graf 3 Vzájomné porovnanie nárastu sušiny a produkcie sekundárneho metabolitu 
astaxantínu 
 
Okrem produkcie astaxantínu bol v priebehu kultivácie P. rhodozyma sledovaný i nárast 
celkových karotenoidov, ktoré boli stanovené pomocou kalibračnej krivky β-karoténu 
(kap. 3.4.1, kap. 4.1, graf viď príloha 2). Chromatogram karotenoidov izolovaných 
z kvasinkových buniek je uvedený v prílohe 4. Tabuľka 8 udáva obsah celkových 
karotenoidov v závislosti na čase kultivácie prepočítaný na 1 g sušiny. Vzájomné porovnanie 
produkcie astaxantínu a celkových karotenoidov v priebehu kultivácie zobrazuje graf 4, 
z ktorého je zrejmé, že v dobe rastu kvasiniek nie je astaxantín produkovaný vo vysokej 
koncentrácii, aj keď obsah celkového množstva karotenoidov je pomerne značný. V tejto 
rastovej fáze evidentne dominuje produkcii karotenoidov biosyntéza β-karoténu. Až 
v neskorej exponenciálnej fáze (asi 50. hod. kultivácie) začína byť významná i biosyntéza 
astaxantínu, ktorá pokračuje po celú dobu trvania stacionárnej fázy. Jednoznačné však je, že 
priebeh syntézy astaxantínu nekopíruje priebeh produkcie celkových karotenoidov. 
Vedecká štúdia [17] uvádza, že podiel astaxantínu u kvasinky Phaffia rhodozyma 
predstavuje až 85 % z celkového podielu karotenoidov. Počas experimentu sa však podarilo 
dosiahnuť iba 50% podiel astaxantínu vzhľadom k celkovým karotenoidom. Iné štúdie 
[14,15] predpokladajú, že so zvyšujúcim sa množstvom prijímaného kyslíka v tekutých 
médiách vzrastá i produkcia astaxantínu kvasinkou P. rhodozyma. Tento faktor významne 
ovplyvňujúci produkciu karotenoidov, konkrétne astaxantínu, by tak mohol byť kľúčovým 
v modifikácii kultivačných podmienok pre kultúru P. rhodozyma. 
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Tabuľka 8 Produkcia celkových karotenoidov v priebehu kultivácie P. rhodozyma 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 4 Vzájomné porovnanie produkcie astaxantínu a celkových karotenoidov v priebehu 
kultivácie 
 
4.2.3 Primárny metabolit – ergosterol 
Karotenoidy sú produkované ako sekundárne metabolity syntetizujúce sa v závere 
exponenciálnej fázy a ďalej najmä v priebehu fázy stacionárnej [10]. Vybraným primárnym 
metabolitom u kvasinky P. rhodozyma je ergosterol. Jeho obsah v sušine bol stanovený 
pomocou kalibračnej krivky postupom uvedeným v kap. 3.4.1, kap. 4.1, príloha 3. 
Chromatogram ergosterolu izolovaného z kvasinkových buniek je uvedený v prílohe 5. 
Tabuľka 9 udáva obsah ergosterolu v závislosti na čase kultivácie prepočítaný na 1 g sušiny, 
rovnaká závislosť je vynesená v grafe 5. 
Produkcia ergosterolu ako primárneho metabolitu v kontraste s nárastom sušiny v priebehu 
kultivácie je zobrazená v grafe 6. Z tohto grafu je evidentné, že k najvýraznejšej produkcii 
ergosterolu dochádza v exponenciálnej fáze, a skutočne je syntetizovaný ako primárny 
metabolit. 
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Graf 7 umožňuje vzájomné porovnanie produkcie primárneho metabolitu ergosterolu 
a sekundárneho metabolitu astaxantínu. Ergosterol syntetizovaný najväčšmi v priebehu log 
fázy sa po náhlom poklese (medzi 30. a 40. hod. kultivácie) v ďalších fázach rastu udržiava na 
istej konštantnej hladine, dochádza k jeho akumulácii, kým produkcia astaxantínu a jej 
priebeh typicky zodpovedá priebehu biosyntézy sekundárnych metabolitov. 
Uvádza sa, že obsah ergosterolu v sušine sa pohybuje medzi 0,1 až 2 % v závislosti na 
kmeni kvasiniek a podmienkach kultivácie. Možno ho zvýšiť účinkom ultrazvuku, 
ionizačného žiarenia, oxidačnými činidlami a inými spôsobmi [19]. V priebehu kultivácie 
P. rhodozyma dosiahol celkový obsah ergosterolu v bunkách hodnotu 0,11 %. Experimentálne 
výsledky sú v súlade s číselnými hodnotami uvedenými vyššie. Zvýšiť produkciu ergosterolu 
by pravdepodobne bolo možné modifikáciou kultivačných podmienok. Podiel ergosterolu 
v sušine biomasy zistený napr. u Saccharomyces cerevisiae dosahuje hodnoty 0,8 až 3,11 %. 
Preto sú špeciálne kmene tohto druhu použivané v širokom rozsahu pre výrobu ergosterolu 
[1,19]. 
 
Tabuľka 9 Produkcia ergosterolu v priebehu kultivácie P. rhodozyma 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 5 Závislosť obsahu ergosterolu v kvasinkách na čase kultivácie 
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Graf 6 Vzájomné porovnanie nárastu sušiny a produkcie primárneho metabolitu ergosterolu 
 
 
Graf 7 Vzájomné porovnanie biosyntézy primárneho a sekundárneho metabolitu v priebehu 
rastu kvasinky 
 
4.3 Verifikácia astaxantínu metódou LC/MS 
Analýza karotenoidných pigmentov metódou LC/MS bola optimalizovaná podľa [38]. 
Na základe uskutočnených experimentov možno v prípade astaxantínu považovať za lepší 
výsledok MS spektrum v kladnom móde z dôvodu výraznejšieho určenia hľadaného pomeru 
m/z na výslednom chromatograme [38]. 
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Verifikácia stanovenia astaxantínu bola uskutočnená metódou LC/MS v
postupom uvedeným v kap. 3.4.3.4. Výsledkom sú 
astaxantínu a vzorky astaxantínu izolovanej z
(relatívna molekulová hmotnosť: 596,88) bol hľadaný pík zodpovedajúci príslušnému pomeru 
m/z, tj. 597,88 (obr. 12). 
 
Obr. 12 MS spektrum štandardného p
full scan 
 
V reálnej vzorke (izolát z
identifikovaný filtráciou pomeru m/z určeného stanovením hmotnostného spekt
zlúčeniny (obr. 12). Vzhľadom 
spektrometra (elektrosprej) nie je vhodný pre nepolárne a málo polárne zlúčeniny 
citlivosť stanovenia astaxantínu v
Každopádne po filtrácii m/z 597,5
zodpovedajú práve astaxantínu
 
Obr. 13 MS spektrum analyzovanej vzorky astaxantínu v
MS-full scan 
MS spektrá štandardného preparátu 
 P. rhodozyma. Pri analýze astaxantínu 
reparátu astaxantínu v kladnom móde 
 kvasničnej suspenzie P. rhodozyma) bol astaxantín 
k tomu, že dostupný typ ionizačnej techniky hmotnostné
 porovnaní s odozvou v TIC chromatograme pomerne malá. 
 bolo možné určiť pík, ktorého retenčné
 (obr. 13). 
 kladnom móde v
 kladnom móde 
 
v režime MS-
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4.4 Diskusia o vplyve stresových faktorov na bunky kvasiniek 
Karotogénna kvasinka Phaffia rhodozyma je významným producentom astaxantínu, ktorý 
je v súčasnosti považovaný za najlepší antioxidant. Využívaná je najmä v potravinárskom 
priemysle, keďže astaxantín zvýrazňuje farbu lososieho mäsa a vaječného žĺtka u hydiny [17]. 
Zásadný vplyv na produkciu karotenoidov kvasinkami má pôsobenie chemických 
stresových faktorov. Preto je v práci diskutovaný vplyv exogénneho stresu na množstvo 
produkovaného astaxantínu v súvislosti s tvorbou tohto karotenoidu v optimálnych 
podmienkach pre rast študovaných v kap. 4.2.2. Uvedené výsledky sú prevzaté z [38], kde 
autorka pre vyvolanie oxidačného stresu použila prídavok H2O2 s koncentráciou 2-5 mmol/l 
do kultivačného média. Soľný stres (zvýšená koncentrácia NaCl) bol vyvolaný prídavkom 
2-5% NaCl do kultivačného média. Aseptické odbery vzorky boli uskutočňované 
v stacionárnej fáze rastu (90. hod. kultivácie), kedy je produkcia astaxantínu, ako bolo 
potvrdené v predchádzajúcom experimente (kap. 4.2.2.), touto kvasinkou najvyššia. 
 
Tabuľka 9 Stresové faktory a ich kombinácie používané pri kultivácii P. rhodozyma 
v Erlenmeyerových bankách [38] 
Označenie kultivácie Typ stresoru Koncentrácia stresoru 
H2O2 H2O2 v inokulu II 2 mmol/l 
NaCl NaCl v inokulu II 2 % 
H2O2 + H2O2 
H2O2 v inokulu II 2 mmol/l 
H2O2 v produkcii 5 mmol/l 
H2O2 + NaCl 
H2O2 v inokulu II 2 mmol/l 
NaCl v produkcii 5 % 
NaCl + H2O2 
NaCl v inokulu II 2 % 
H2O2 v produkcii 5 mmol/l 
NaCl + NaCl 
NaCl v inokulu II 2 % 
NaCl v produkcii 5 % 
kontrola - - 
 
Na základe grafu 8 je možné zhodnotiť kontrolnú vzorku v porovnaní s nárastom biomasy 
v priebehu rastovej krivky (graf 1, kap. 4.2.1.). Aj keď podmienky kultivácie v experimente 
so stresovými faktormi (prevzaté z [38]) boli mierne odlišné, predovšetkým vďaka iným 
objemom kultivačných médií, možno konštatovať, že nárast sušiny nebude výrazne vyšší než 
cca 5 g/l pri optimálnych podmienkach, pokiaľ nejde o geneticky pozmenené kvasinkové 
kultúry [17]. Keďže je v súčasnej dobe postoj našej spoločnosti i európskych krajín ku GMO 
rozporuplný, je dobré vedieť, ako napr. prídavok stresových faktorov ovplyvní kultiváciu 
nemutovanej kvasinky. Z grafu 8 je zrejmé, že predovšetkým nízka koncentrácia stresových 
faktorov pridaných do inokula pôsobí ako stimulátor rastu a navyše, že obsah NaCl podporuje 
nárast biomasy i v kultivácii s kombinovanými stresmi. 
Oproti tomu koncentrácia astaxantínu vzrástla najviac v kultúre kultivovanej v médiu 
s kombinovanou koncentráciou peroxidu (H2O2 + H2O2) a peroxidu s NaCl (H2O2 + NaCl) 
(viď graf 9). Zvýšená produkcia karotenoidu bola pravdepodobne indukovaná ako súčasť 
obrany proti oxidačnému stresu [38]. V týchto vzorkách však došlo i k podstatnému zníženiu 
rastu kutlúry (graf 8), a preto bolo zvýšenie koncentrácie astaxantínu tak markantné. 
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Pre priemyselné aplikácie sa však ako najviac použiteľná zdá byť kombinácia skríženého 
stresu, keďže v tejto vzorke došlo nielen ku zvýšenej biosyntéze astaxantínu (graf
k podstatnému nárastu biomasy (graf
s produkciou v optimálnych podmienkach či už v
v odbere v 90. hodine rastovej krivky 
k cca dvojnásobnému nárastu biomasy i koncentrácie astaxantínu.
 
Graf 8 "árast biomasy kvasinky P. rhodozyma v
 
Graf 9 Produkcia astaxantínu kvasinkou P. rhodozyma v
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5 ZÁVER 
Súčasné smerovanie biotechnológií spočíva najmä v hľadaní nových možností a spôsobov 
ako čo najviac zefektívniť produkciu priemyselne významných látok. Riadené bioprocesy je 
možné ovplyvniť klasicky modifikáciou kultivačných podmienok alebo pôsobením vhodných 
externých faktorov. Najmä v poslednom období sa však do popredia dostávajú i metódy 
génového inžinierstva. 
V predloženej bakalárskej práci bola študovaná rastová krivka a produkcia vybraných 
primárnych a sekundárnych metabolitov v priebehu kultivácie kvasinky Phaffia rhodozyma 
CCY 77-1-1 v Erlenmeyerových bankách. Rovnako bol zhodnotený i vplyv exogénnych 
stresových faktorov na rast buniek a produkciu karotenoidov (zvlášť astaxantínu). Získané 
experimentálne výsledky sú zhrnuté v nasledovných bodoch: 
• Rastová krivka (časová závislosť nárastu biomasy kvasiniek) P. rhodozyma má 
štandardný priebeh a tvar s očakávaným maximom nárastu biomasy v 90. hodine 
kultivácie. 
• Produkcia majoritného pigmentu astaxantínu dosahovala svoje maximum rovnako 
v 90. hodine kultivácie, teda v stacionárnej fáze rastu, čo je typické pre sekundárne 
metabolity. Biosyntéza ostatných karotenoidov mala odlišný priebeh ako v prípade 
astaxantínu, celková produkcia farbív prejavuje dvoje maximum: v 42. hodine (teda 
v exponenciálnej fáze) a 109. hodine (fáze stacionárnej). Podiel astaxantínu k celkovým 
karotenoidom činí 50 %. 
• Syntéza ergosterolu ako primárneho metabolitu P. rhodozyma bola najvyššia 
v 28. hodine kultivácie, čo potvrdzuje jeho úlohu ako primárneho metabolitu dôležitého 
v období výrazného rastu buniek. Jeho celkový podiel v sušine biomasy predstavuje 
0,11 %. 
• Vplyv exogénnych stresových faktorov na nárast biomasy a produkciu priemyselného 
karotenoidu astaxantínu touto kvasinkou bol zhodnotený podľa výsledkov získaných 
z [38]. Ako stresové faktory boli zvolené oxidačný a soľný stres. 
• Nárast biomasy bol podporený predovšetkým prídavkami nízkych koncentrácií 
stresových faktorov pridávaných do lag fázy rastu buniek kvasinky P. rhodozyma, a to 
i v prípade využitia kombinovaných stresov najmä s nízkou koncentráciou soli 
v inokulu. 
• Najvyššie množstvo astaxantínu bolo zistené pri kultivácii kvasinky v prítomnosti 
kombinovaného stresového faktoru peroxid-peroxid, resp. v prostredí stresoru peroxid-
soľ. Výsledok bol však pravdepodobne ovplyvnený nízkym nárastom biomasy v týchto 
vzorkách. Vyššiu produkciu astaxantínu než v kontrolnej vzorke a zároveň dobrý rast 
preukazovali bunky kultivované hlavne v prostredí skríženého stresu soľ-peroxid. Táto 
kombinácia exogénnych stresových faktorov by bola vhodná pre navodenie 
nadprodukcie astaxantínu v priemyselnom meradle. 
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7 ZOZAM POUŽITÝCH SKRATIEK A SYMBOLOV 
ADP adenosindifosfát 
Acetyl-CoA acetyl-koenzým A 
Acetoacetyl-CoA acetoacetyl-koenzým A 
APCI chemická ionizácia pri atmosférickom tlaku 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
ESI elektrosprej 
GMO geneticky modifikovaný organizmus 
GSH glutathion 
HMG-CoA 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzým A 
HPLC vysokoúčinná kvapalinová chromatografia 
IT iónové pasce 
LC/MS kvapalinová chromatografia s hmotnostnou detekciou 
Q kvadrupól 
RF retenčný (retardačný) faktor 
ROS reaktívne kyslíkové deriváty 
RP-HPLC vysokoúčinná kvapalinová chromatografia s reverznou fázou 
SPE extrakcia pevnou fázou 
TIC celková odozva iónov 
TLC chromatografia na tenkej vrstve 
UV ultrafialové žiarenie 
VIS žiarenie vo viditeľnej oblasti svetla 
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9 PRÍLOHY 
Príloha 1 Kalibračná krivka štandardného preparátu astaxantínu 
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Príloha 2 Kalibračná krivka štandardného preparátu β-karoténu 
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Príloha 3 Kalibračná krivka štandardného preparátu ergosterolu 
 
 
  
 
 
 
Príloha 4 Chromatogram astaxantínu a ostatných karotenoidov, identifikácia 
Phaffia rhodozyma
 
Príloha 5 Chromatogram ergosterolu
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